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I Zusammenfassung 
1 Zusammenfassung Deutsch 
Die autosomal rezessive polyzystische Nierenerkrankung stellt eine der häufigsten 
genetischen Nierenerkrankungen im Kindesalter dar. Das klinische Bild reicht dabei 
von perinatalem Versterben aufgrund respiratorischer Insuffizienz bis hin zu einem 
Überleben bis ins Erwachsenenalter. Bei etwa 80% der Patienten ist die Erkrankung 
auf Mutationen in dem auf Chromosom 6p12 gelegenen PKHD1-Gen 
zurückzuführen. Der längste offene Leserahmen umfasst 66 Exons und kodiert ein 
4074 Aminosäuren langes Typ I-Transmembranprotein (Polyductin/ Fibrocystin). 
Zwei zum Kettenabbruch führende Mutationen sind in der Regel nicht mit dem Leben 
vereinbar und führen zum schweren klinischen Bild, so dass wenigstens eine 
Missense-Mutation vorliegen muss, damit der Patient die Neonatalperiode überlebt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier unterschiedliche homozygote trunkierende 
Mutationen bei fünf Familien untersucht, die mit einem außergewöhnlich milden 
Phänotyp assoziiert waren. Es konnte gezeigt werden, dass es bei drei der vier 
Mutationen zu einem qualitativ bzw. quantitativ von den Kontrollen abweichenden 
Spleißverhalten auf RNA-Ebene kam. Zudem konnte im Rahmen dieser 
Untersuchungen erstmals ein möglicher Effekt des Nonsense Mediated Decay 
(NMD), einem Abbau der mRNA aufgrund eines verfrühten Stop-Codons, für PKHD1 
beschrieben werden und es ergaben sich Hinweise dafür, dass dieser Mechanismus 
bei wenigstens einem der untersuchten Patienten außer Kraft gesetzt war. Somit 
gelang es mit dieser Arbeit, weitere, der DNA-Ebene übergeordnete Mechanismen 
zu identifizieren, die das Krankheitsbild der ARPKD nachhaltig beeinflussen. 
Der zweite Schwerpunkt dieser Promotion lag in der näheren Charakterisierung des 
PKHD1-Genprodukts Polyductin und möglicher Interaktoren. Dazu wurden zunächst 
Antikörper gegen den intrazellulären C-Terminus des Proteins generiert und etabliert. 
Diese zeigten für Polyductin in HEK293-Zellen eine zentrosomale Lokalisation sowie 
eine Beteiligung am Aufbau der sog. Midbodies während der Telophase der Mitose, 
so dass für Polyductin eine Funktion im Rahmen der Zellteilung vermutet werden 
kann, die möglicherweise in der mitotischen Orientierung und/oder der Cytokinese 
liegt. Bei dem in dieser Arbeit zu untersuchenden Bindungspartner von Polyductin 
handelt es sich um eines der für das Bardet-Biedl-Syndrom (BBS) zugrunde 
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liegenden Proteinen, BBS2, welches im Rahmen eines der Dissertation 
vorausgegangenen Yeast Two Hybrid-Assays als Interaktor identifiziert wurde. Bei 
dem Bardet-Biedl-Sydrom handelt es sich um eine Multisystemerkrankung, die meist 
mit pathologischen Veränderungen der Niere einhergeht. In der Immunfluoreszenz 
zeigte BBS2 in allen Phasen der Mitose sowie während der Interphase eine 
Kolokalisation mit Polyductin. Zudem konnten verschiedene Koimmunpräzipitations 
(CoIP)-Versuche mit Konstrukten für BBS2 und für den intrazellulären Abschnitt von 
Polyductin eine Interaktion der beiden Proteine bestätigen. Aufbauend darauf wurde 
untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Polyductin und dem BBSome besteht, 
einem Komplex aus 7 BBS-Proteinen, zu dem auch BBS2 gehört. Dazu wurden 
zunächst Immunfluoreszenz-Experimente mit Polyductin sowie einem weiteren 
Protein des BBSomes, BBS7, welches eine große Homologie zu BBS2 aufweist, 
durchgeführt. Hierbei zeigte sich eine partielle Kolokalisation der beiden Proteine 
während der Interphase unpolarisierter HEK293-Zellen. Da es sich sowohl bei 
ARPKD als auch bei BBS jeweils um eine zu den Ziliopathien gehörende Erkrankung 
handelt und die Lokalisation und Funktion des BBSomes bislang vor allem in bzw. an 
polarisierten, primäre Zilien tragenden Zellen beschrieben wurde, wurde zusätzlich 
die ziliäre Lokalisation der Interaktionspartner an polarisierten mIMCD-3-Zellen 
untersucht. Dabei konnten sowohl Polyductin als auch BBS7 in bzw. an der Basis der 
Zilie beobachtet werden. Weiterführende CoIP-Versuche zeigten, dass auch BBS7 
mit Polyductin interagiert. Somit konnte mit dieser Arbeit erstmals ein direkter 
Zusammenhang zwischen dem mit der ARPKD assoziierten Protein Polyductin sowie 
Proteinen des Bardet-Biedl-Syndroms hergestellt werden. Dies erlaubt einen tieferen 
Einblick in das komplizierte Netzwerk der ziliären Signalwege und kann dabei helfen, 
die pathologischen Veränderungen, die mit diesen und anderen Ziliopathien 
einhergehen, besser zu verstehen und zu analysieren. 
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2 Zusammenfassung Englisch 
Molecular characterisation of the PKHD1 gene and its protein polyductin in 
autosomal recessive polycystic kidney disease (ARPKD) 
Autosomal recessive polycystic kidney diesease is one of the most common 
diseases affecting the kidney in childhood. The clinical spectrum is highly variable 
with ranging from peri- or neonatal demise and survival to adulthood respectively. 
The ARPKD-gene, PKHD1, is located on chromosome 6p12 and the majority of the 
ARPKD-cases could be ascribed to mutations in this gene. The longest open reading 
frame comprises 66 exons and encodes a single-transmembrane-protein, called 
polyductin/ fibrocystin. A genotype-phenotype-correlation exists, that implicates that 
no patient carrying two truncating mutations survives the peri-/neonatal period. So at 
least one missense mutation is indispensable for survival of newborns. Within this 
doctoral thesis four recently identified truncating mutations in five families leading to 
a surprising mild phenotype where analysed. It was shown that three of them caused 
a quantitative or qualitative alteration on transcript level. Additionally a possible effect 
of nonsense mediated decay (NMD) in ARPKD has been shown for the first time and 
it seems as if NMD may has been circumvendet in at least one of the analysed 
clinically milder affected cases. Therefore mechanisms above DNA-level modifying 
the phenotype of ARPKD were revealed. 
The other main task of this doctoral thesis was a further characterisation of the 
protein encoded by PKHD1, polyductin, and possible interaction partners. Antibodies 
against the intracellular C-terminus were generated and established. In this process it 
has been shown that polyductin localised to the centrosome in HEK293 cells and that 
the protein participates in the so called midbody during telophase in mitosis. So an 
involvement of polyductin in cell division concerning mitotic orientation and/or 
cytokinesis could be hypothesised. The potential binding partner of polyductin 
analysed during this work, BBS2, is one of the proteins related to the Bardet-Biedl-
Syndrom (BBS). BBS is a multisystemic disorder usually concerning pathological 
alterations of the kidney among others. Immunofluorescence showed a colocalisation 
of polyductin and BBS2 during all phases of mitosis as well as the interphase. 
Additional koimmunoprecipitation experiments using different constructs for both, 
polyductin and BBS2, affirmed the expected interaction. Thereupon a possible 
connection between polyductin and the BBSome, a complex of seven BBS-proteins 
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including BBS2, was analyzed. BBS7, another member of the BBSome, was shown 
to interact with BBS2 and revealed a large homology to this protein. So it was tested 
wether there was link between Polyductin and BBS7. In immunofluorescence 
experiments a partial colocalisation within the centrosome during the interphase was 
observed. ARPKD as well as BBS concern to the group of ciliopathies and the 
localisation and function of the BBSome is described only for polarised ciliated cells. 
So the ciliar localisation was checked in polarised mIMCD-3 cells. It turned out that 
polyductin as well as BBS7 could be detected predominantly at the basis and within 
the cilium. Continuative CoIP experiments indicated the interaction between 
polyductin and BBS7. Therefore a direct link between the proteins associated with 
ARPKD and the Bardet-Biedl-Syndrome could be made for the first time. This allows 
a deeper insight in the complicated network of ciliary signalling and could help 
understanding and analysing the pathological changes accompanying these and 
other ciliopathies. 
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II Einleitung 
1 Autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) 
1.1 Klassifizierung und klinische Grundlagen 
Die Gruppe der zystischen Nierenerkrankungen bildet eine klinisch und genetisch 
sehr heterogene Erkrankungsgruppe deren gemeinsames Merkmal Nierenzysten 
sind und bei der progredientes Nierenversagen als Haupttodesursache gilt. Dabei 
werden die genetisch verursachten zystischen Nierenerkrankungen von den nicht-
genetischen zystischen Nierenerkrankungen unterschieden. Den größten Anteil der 
hereditären Zystennieren stellen dabei die sogenannten polyzystischen 
Nierenerkrankungen (PKD) dar. 
Bei den polyzystischen Nierenerkrankungen unterschiedet man in Abhängigkeit des 
Erbganges die autosomal-dominante (autosomal dominant polycystic kidney disease, 
ADPKD) von der autosomal-rezessiven Form (autosomal recessive polycystic kidney 
disease, ARPKD). Die dominante Form ist mit einer Inzidenz von 1:400-1:1000 die 
häufigste erbliche Nierenerkrankung überhaupt und manifestiert sich üblicherweise 
erst im Erwachsenenalter [1]. 
Die ARPKD ist mit 1:20.000 Lebendgeburten wesentlich seltener in der Bevölkerung 
[2] [3] [4], wobei der weitere klinische Verlauf äußerst variabel sein kann und von 
perinatalem Versterben bis hin zu einem Überleben bis in die sechste Lebensdekade 
reicht [5]. 
Die morphologischen Veränderungen der Niere liegen bei der ARPKD meist 
symmetrisch vor. In der Regel ist bei schwer betroffenen Neugeborenen eine 
massive Vergrößerung der Nieren zu verzeichnen, wobei jedoch die Form der Nieren 
erhalten bleibt. Im Querschnitt bestimmt eine große Ansammlung von Mikrozysten 
mit einem Durchmesser von ca. 2 mm das Bild (Abb.II.1). Dabei handelt es sich um 
zylindrisch oder lanzettförmig erweiterte Sammelrohre und distale Tubulusabschnitte, 
die sich radiär vom Nierenmark bis in den Kortex erstrecken (Abb.II.2). Durch die 
starke Vergrößerung der Nieren kommt es zu einer Anhebung des Zwerchfells und 
dadurch zu einer Hypoplasie der Lunge, was bei 30-50% der Neugeborenen zu 
einem perinatalen Versterben als Folge einer respiratorischen Insuffizienz führt. In 
einigen Fällen kann es durch eine verminderte renale Ausscheidung des Feten 
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intrauterin zur Ausbildung eines Fruchtwassermangels kommen, wodurch 
phänotypisch das Bild einer sogenannten Potter-Sequenz entsteht, die erstmals 
durch V. Osathanondh und L.E. Potter beschrieben wurde [6]. Die Potter-Sequenz 
wird auch als Oligohydramnion-Sequenz bezeichnet und umfasst die durch den 
Fruchtwassermangel hervorgerufenen klinischen Auswirkungen (typische 
Gesichtsdysmorphien, Hypoplasie der Lunge, Fehlbildungen im Urogenitaltrakt sowie 
die Ausbildung von Klumpfüßen). 
 
Abb.II.1 Makroskopisches Schnittpräparat der Niere eines ARPKD-Patienten 
Die Abbildung zeigt eine vergrößerte Niere mit erweiterten Nephronabschnitten, die 
radiär angeordnet das Nierenparenchym vom Nierenmark bis in den Kortex 
durchziehen. Einzelne Zysten sind nicht erkennbar. Die Niere bekommt dadurch eine 
schwammartige Morphologie.  
(Abb. aus Coffman, 2002 [7])  
 
 
Abb.II.2 Mikroskopisches Schnittpräparat der Niere eines ARPKD-Patienten 
Es sind die typischen longitudinalen Aufweitungen der Sammelrohre und distalen 
Tubuli erkennbar.  
(Abb. aus Zerres et al., 2003 [3]) 
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Bei einer milderen Ausprägung der Erkrankung und somit einem längeren 
Krankheitsverlauf verbinden sich die ursprünglich gleichförmig angeordneten 
Mikrozysten zu uneinheitlichen Zysten von ggf. mehreren Zentimetern Durchmesser. 
Dabei kommt es bei der Mehrheit der Patienten zu einer Einschränkung der 
glomerulären Filtrationsrate [8], was bei etwa der Hälfte der Erkrankten meist bereits 
in der 1. Lebensdekade zu einer Niereninsuffizienz führt [2]. Bergmann et al. zeigten 
in einem großen Kollektiv pädiatrisch nephrologisch betreuter Patienten, dass etwa 
die Hälfte der Patienten im Alter von 20 Jahren dialysepflichtig waren [9]. 
Da alle Patienten neben dem Nierenphänotyp auch histologische Veränderungen der 
Leber in Form einer kongenitalen hepatischen Fibrose mit Duktalplattenmalformation 
aufweisen, steht bei fortschreitendem Krankheitsverlauf neben den klinischen 
Zeichen der Nierenveränderungen bei vielen Patienten auch eine portale 
Hypertension als Folge der Leberfibrose im Vordergrund (Abb.II.3). 
Haupttodesursachen sind die Folgen der terminalen Niereninsuffizienz und die 
Leberfibrose mit Pfortaderhochdruck [8]. 
 
Abb.II.3 Mikroskopisches Schnittpräparat der Leber eines ARPDK-Patienten 
Das Präparat zeigt die charakteristische Duktalplattenmalformation mit 
hyperplastischen, zystisch erweiterten Gallengängen und portaler Fibrosierung (CHF 
= congenital hepatic fibrosis)  
(Abb. aus Zerres et al., 2003 [3]) 
 
1.2 PKHD1-Gen und Polyductin-Protein 
Der ARPKD liegen in der Regel Mutationen im PKHD1-Gen zugrunde. Bei etwa 95% 
der Patienten lässt sich zumindest eine Mutation in der Protein-kodierenden Sequenz 
des PKHD1-Gens (polycystic kidney and hepatic disease 1- Gen) identifizieren, 
welches in der chromosomalen Region 6p12 lokalisiert ist [10] [11] [12]. Dabei weist 
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das PKHD1-Gen ein sehr breites Mutationsspektrum mit bislang mehr als 300 
beschriebenen Mutationen auf. Häufig handelt es sich dabei um sogenannte „private“ 
Mutationen die nur bei einzelnen Familien gefunden werden [5] [13] [14]. Die 
Mutationsdetektionsrate beträgt etwa 80% [9] [15] [16], wobei die „fehlenden“ 20% 
vermutlich auf größere Deletionen bzw. Duplikationen oder auch Mutationen in 
regulatorischen Abschnitten wie beispielsweise der Promotor-Region zurückzuführen 
sind. Außerdem sind Mutationen in der nicht-kodierenden Sequenz bekannt, die zu 
einem abnormen Spleißverhalten und somit zu einer veränderten Proteinstruktur 
führen [17]. 
Das PKHD1-Gen umspannt 470 kb genomischer DNA und umfasst auf mRNA-
Ebene mit 12,2 kb kodierender DNA (cDNA) im längsten offenen Leserahmen (open 
reading frame, ORF) 66 Exons. Das Genprodukt besteht somit aus 4074 
Aminosäuren (AS) und wurde zeitgleich von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen 
beschrieben und ist daher unter den beiden Namen Polyductin [11] und Fibrocystin 
[12] bekannt (im Folgenden wird ausschließlich der Name Polyductin verwendet).  
Das Expressionsmuster von PKHD1 steht in Einklang mit den klinischen Symptomen 
der ARPKD. Es konnte gezeigt werden, dass PKHD1 eine starke Expression in 
fetalem sowie adultem Nieren- und Lebergewebe aufweist [12] [11]. Außerdem 
konnte eine signifikante Expression in Pankreas-Gewebe gezeigt werden, ein Organ, 
dass ebenfalls bei einigen wenigen ARPKD-Patienten zystisch und/oder fibrotisch 
verändert ist [18]. 
Laut computergestützter Vorhersage handelt es sich bei Polyductin um ein integrales 
Membranprotein, welches aus einem großen extrazellulären Teil (aa 1-3858), einer 
einzelnen Transmembrandomäne (aa 3859-3881) sowie einer kurzen intrazellulären 
Domäne (aa 3882-4074) besteht (sog. Typ I-Membranprotein) und im 
unglykosylierten Zustand ein Molekulargewicht von 447 kDa aufweist. 
Der extrazelluläre N-Terminus enthält mehrere Kopien einer TIG/IPT-Domäne 
(immunoglobin-like fold shared by plexins and transcription factors) sowie diverse 
parallele β-Helix- Wiederholungen (PbH1-repeats). Außerdem besitzt der N-terminale 
Teil des Proteins ein für Membranproteine typisches Signalpeptid sowie eine 
Schnittstelle, über die das Signalpeptid nach der Translokation zum Zielort vom Rest 
des Proteins abgespalten werden kann. Im intrazellulären Anteil sind keine 
bekannten Domänen beschrieben, lediglich ein Kern-Lokalisationssignal (nuclear 
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localisation signal, NLS) wird in der Sequenz vermutet [19] sowie einige potentielle 
Phosphorylierungsstellen (Abb.II.4). 
 
 
Abb.II.4 Struktur von Polyductin 
Die Abbildung zeigt das Produkt des längsten offenen Leserahmens des PKHD1-
Gens mit den durch Computerprogramme vorhergesagten Domänen. 
(Abb. aus L.F. Menezes et al., 2006 [20]) 
 
Bereits die ersten Arbeiten zu PKHD1 schilderten ein komplexes Muster alternativ 
gespleißter Produkte, wobei die Arbeitsgruppen des internationalen ARPKD-
Konsortiums grob zwei Gruppen von Transkripten und somit möglicherweise 
existierenden Protein-Isoformen unterschieden. Zum einen beschreiben sie 
Transkripte, die den längsten ORF umfassen (einige mittlere Abschnitte können 
dabei jedoch fehlen) und membranständig sind (Polyductin-M). Zum anderen wird 
eine zweite Gruppe beschrieben, bei der den entstehenden Proteinen die 
Transmembrandomäne fehlt und sie somit möglicherweise sezerniert werden 
(Polyductin-S) (Abb.II.5). Die Beobachtung dieser um den Carboxyl-Terminus (C-
Terminus) verkürzten Isoform deckt sich mit den Arbeiten einer dritten Arbeitsgruppe, 
die im selben Jahr ein Protein beschrieben hat, das für die Ausbildung einer ARPKD 
verantwortlich sei und das sie Tigmin nannten, denn dabei handelt es sich um eine 
Version von Polyductin ohne Transmembrandomäne [21]. Jüngere 
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proteinbiochemische Untersuchungen konnten neben der kompletten Form des 
Polyductins (ca. 440 kDa) zwei weitere Isoformen auf Proteinebene nachweisen, die 
eine Größe von ca. 250 bzw. ca. 140 kDa aufweisen [20]. Dabei war das kleinste 
Isoprotein vermehrt in der löslichen Fraktion des untersuchten Nierengewebes zu 
beobachten, während die beiden anderen Isoformen vor allem in der 
Membranfraktion zu finden waren. Dies stützt die ursprüngliche Hypothese sowohl 
membrangebundener als auch sezernierter Formen. 
Aufgrund der identifizierten Proteinstruktur weist Polyductin gewisse Ähnlichkeiten 
mit Proteinen der SEMA-Familie auf (v.a. mit den Rezeptorproteinen HGFR und 
Plexin) [12] [11], jedoch fehlen einige bei dieser Protein-Familie wichtige Domänen 
(z.B. die namengebende SEMA-Domäne), so dass letztlich noch keine genaue 
Aussage über die Funktion von Polyductin gemacht werden kann. 
 
Abb.II.5 Struktur von Polyductin und strukturell ähnlichen Proteinen 
(Abb. aus Onuchic et al., 2002 [11]) 
 
1.3 Lokalisation und Funktion von Polyductin 
Insbesondere polarisierte Vertebraten-Zellen sind in Besitz einer primären nicht-
motilen Zilie, die man von den sog. motilen Zilien unterscheidet. Es handelt sich bei 
Zilien um einen je nach Zelltyp 1-30 µm langen und ca. 250 nm dicken 
Zytoplasmafortsatz, in dem sich ein Bündel aus Mikrotubuli befindet, das sogenannte 
Axonem. Bei motilen Zilien sind die Mikrotubuli in der Regel dabei nach der sog. 9+2- 
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Regel angeordnet, d.h. ein peripherer Ring von 9 Mikrotubuli-Paaren umschließt ein 
zentrales Paar in der Mitte des Axonems. Bei den nicht-motilen primären Zilien fehlt 
das mittlere Mikrotubuli-Paar, weshalb man von einer 9+0-Anordnung spricht 
(Abb.II.6B). Jedoch sind auch Ausnahmefälle nicht-motiler Zilien mit der 9+2-
Anordnung sowie motiler Zilien mit der 9+0-Anordnung beschrieben [22]. Eine 
primäre Zilie bildet sich im Rahmen der Zelldifferenzierung aus einem der beiden 
Zentriolen einer Zelle und bleibt über dieses dauerhaft in der Zelle verankert. Dieses 
direkt mit den Mikrotubuli der Zilie in Verbindung stehende Zentriol (Mutter-Zentriol) 
bildet mit dem Tochter-Zentriol den sog. Basalkörper-Zentrosomen-Komplex, der als 
Mikrotubuli-Organisierendes Centrum (MTOC) fungiert [23]. Dieser Komplex spielt 
eine wichtige Rolle beim Intraflagellaren Transport (IFT), bei dem Moleküle mittels 
diverser Motorproteine (Dyneine und Kinesine) von der Basis der Zilie entlang des 
Axonems bis zur Spitze (anterograder Transport) und wieder zurück zur Basis 
transportiert werden (retrograder Transport; Abb.II.6A) [24]. Man vermutet, dass die 
primären Zilien in der Niere als Mechano- und Chemosensoren fungieren, indem sie 
die durch den Urinfluss vermittelten Signale über eine Veränderung der 
intrazellulären Kalzium-Konzentration in das Zellinnere weiterleiten [25]. Im 
Gegensatz hierzu postulieren jüngste Studien, dass Defizite in der Erkennung und 
Interpretation des Durchflusses keinen fundamentalen Effekt auf die Ausbildung von 
Zysten in der Niere haben [26]. Wie genau die Entstehung renaler Zysten mit der 
Funktion der primären Zilien zusammenhängt ist somit zurzeit noch weitgehend 
unklar. 
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Abb.II.6 Schematische Darstellung der Struktur einer Zilie und des 
Intraflagellaren Transports (IFT) 
(A) Schematischer Längsschnitt durch den zilien-tragenden Bereich einer Zelle; 
eingezeichnet sind die für den IFT wichtigen Komponenten; (B) Schematischer 
Querschnitt durch eine motile Zilie (links) bzw. eine sensorische Zilie (rechts) 
(Abb. aus Bisgrove et al., 2006 [24]) 
 
Mehrere Studien konnten zeigen, dass Polyductin vor allem in den primären apikalen 
Zilien und den dazugehörenden Basalkörpern des Nierenepithels sowie der 
Cholangiocyten lokalisiert ist [27] [28] [29] [30]. 
Daher wird diskutiert, ob Polyductin eine Rolle im IFT spielt, entweder als Ladung, 
die an die Spitze des Axonems transportiert wird oder als Teil des IFT-Protein-
Komplexes [29].  
Die bislang identifizierten Bindungspartner von Polyductin, CAML (calcium-
modulating cyclophilin ligand, [31]) und Polycystin-2 (vermittelt über Kinesin-2 [32]), 
sind beide in die Regulation der intrazellulären Kalzium-Konzentration involviert, so 
dass vermutlich auch Polyductin diesbezüglich eine Rolle spielt. 
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Jüngste Untersuchungen an Tiermodellen haben gezeigt, dass Polyductin an der 
Morphogenese der Tubuli beteiligt ist, denn bei Fehlen des Proteins kommt es zu 
einer Störung der planaren Zellpolarität und zur Ausbildung verkürzter Zilien [33]. 
Die Rolle von Polyductin als integrales Membranprotein könnte in der Funktion eines 
Rezeptors, eines Liganden oder auch beidem liegen. Diese Hypothese wird von 
jüngsten Ergebnissen gestützt, die beschreiben, dass Polyductin einem komplexen 
Prozess ausgesetzt ist, bei dem es zum Abspalten der Ektodomäne und einem 
zeitgleichen Freisetzen des intrazellulären Anteils kommt [34]. Polyductin könnte 
somit als bi-direktionales Signalmolekül fungieren, wobei der extrazelluläre 
abgespaltene Teil möglicherweise als Ligand für (andere) Rezeptoren dient, während 
der intrazelluläre Anteil mit Hilfe des beschriebenen NLS in den Kern wandert und 
dort möglicherweise als Transkriptionsfakor o.ä. agiert (Abb.II.7). 
 
 
Abb.II.7 Schematische Darstellung der Prozessierung und möglichen Funktion 
von Polyductin 
Abgebildet sind einige Polyductin-Moleküle in einer Nierenepithelzelle zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Translation und weiteren 
Prozessierungsschritten. 
(Abb. aus Kaimori et al., 2007 [34]) 
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1.4 Diagnostik und Therapie bei ARPKD 
Häufig lassen sich bereits pränatal massiv vergrößerte Nieren mit erhöhter 
Echogenität des Nierenparenchyms darstellen. Daneben gibt es weitere Kriterien, 
deren Auftreten die Diagnose einer ARPKD stützen kann: 
- keine renalen Zysten im Ultraschall beider Eltern und unauffällige 
Familienanamnese 
- Zeichen einer Leberfibrose 
- gesicherte Diagnose bei wenigstens einem betroffenen Geschwister 
- Konsanguinität der Eltern 
Durch die Kartierung des Genlocus im Jahr 1994 [10] und schließlich Identifizierung 
des verantwortlichen Gens [11] [12] ist es heute möglich, die klinische Diagnose auf 
molekulargenetischer Ebene mittels indirekter Genotypisierung bzw. 
Mutationsanalyse (Sequenzierung) zu bestätigen. Dies ermöglicht zudem eine 
molekulargenetische pränatale Diagnosestellung, die aufgrund der häufig infausten 
Prognose sowie des bei rezessiven Erkrankungen 25%-igen Wiederholungsrisikos 
von vielen betroffenen Familien in Anspruch genommen wird. 
Voraussetzung für eine erfolgreiche Vorhersage durch indirekte Genotypisierung 
(Kopplungsanalyse), ist die klinisch-histologisch und/ oder molekulargenetisch 
gesicherte Diagnose einer ARPKD bei einem bereits betroffenen Kind (Index-Patient) 
in der jeweiligen Familie. Die DNA des zu untersuchenden Fetus wird mittels 
Chorionzottenbiopsie oder Amniozentese gewonnen und molekulargenetisch mit der 
DNA der Eltern sowie der des Indexpatienten für den Abschnitt des PKHD1-Gens 
verglichen. 
In Fällen, in denen keine DNA eines Index-Patienten vorhanden ist, ist eine indirekte 
Genotypisierung naturgemäß nicht möglich [3]. Hier kann eine Pränataldiagnostik nur 
mit Hilfe einer direkten Mutationsanalyse der Eltern und Detektion beider Mutationen 
durchgeführt werden. 
Die Art der Mutation kann dabei jedoch nur bedingt Auskunft über den Schweregrad 
der Erkrankung geben. Selbst bei Geschwistern mit gleichem Genotyp kann der 
Phänotyp stark variieren, von schweren bereits pränatal betroffenen Fällen bis hin zu 
Patienten, die bis ins hohe Alter mit einer adäquaten Nierenfunktion überleben 
[35][9]. Man spricht in solchen Fällen von ausgeprägter intrafamiliärer Variabilität. 
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Diese Variabilität erklärt man sich unter anderem durch weitere genetische, 
epigenetische und/ oder exogene Ursachen, die die Ausprägung und somit den 
Schweregrad der ARPKD beeinflussen können [35].  
Eine grobe Genotyp-Phänotyp-Korrelation kann jedoch insofern getroffen werden, als 
dass wenigstens eine der beiden pathogenen Mutationen eine Missense-Mutation 
sein muss, damit ein milderes klinisches Bild resultieren kann, während zwei 
trunkierende Mutationen in der Regel die Ausbildung des schweren Phänotyps mit 
peri-/neonatalem Tod zur Folge haben [9]. 
Bei der Geburt eines Kindes mit schwerer ARPKD ist die Stabilisierung der Atmung 
in der Regel die im Vordergrund stehende Behandlungsmaßnahme. Häufig ist dabei 
eine maschinelle Beatmung notwendig, da die vergrößerten Nieren die Ausdehnung 
des Zwerchfells behindern und somit die vollständige Entfaltung der Lunge 
verhindern. Gelegentlich ist die Entfernung einer oder beider Nieren notwendig, um 
die Atmung zu ermöglichen [36][37]. Naturgemäß ist in solchen Fällen dann eine 
Nierenersatztherapie wie eine Peritonealdialyse oder eine Nierentransplantation 
notwendig. 
Des Weiteren ist ein neonataler Natriummangel häufig und sollte in Abhängigkeit des 
Volumenstatus korrigiert werden. Dieser beschriebene Natrium-Mangel wurde auch 
an Tiermodellen für ARPKD beobachtet und in Zusammenhang mit dem EGFR-
Signalweg (epidermal growth factor receptor) gebracht [38]. Jedoch wurden von 
verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche Ergebnisse über die genauen 
Zusammenhänge publiziert [39][40], so dass weitere Untersuchungen des 
verantwortlichen Signalwegs abzuwarten sind, bevor man zu Versuchen mit 
therapeutischem Ziel übergeht. 
Etwas weiter ist man mit der Untersuchung des cAMP-Signalweges, der in der Niere 
bei ARPKD die Ausbildung der Zysten über eine Proliferation der Nierenepithelzellen 
hervorruft. Hier werden als Therapieansatz Antagonisten gegen den Vasopression 
V2-Rezeptor (VPV2R) diskutiert und bereits in verschiedenen Tiermodellen mit Erfolg 
eingesetzt [41][42]. 
Bislang bilden Dialyse und Nierentransplantation die einzigen Therapieoptionen, die 
bei vielen Patienten die renal bedingte Mortalität senken kann, so dass die 
leberassoziierten Komplikationen für die Prognose häufig mitentscheidend sind, wie 
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verschiedene Studien über die Langzeit-Überlebensrate von ARPKD-Patienten 
zeigten [43][44][45]. 
Über gleichzeitige Nieren- und Lebertransplantationen bei ARPKD liegen bislang nur 
wenige Ergebnisse vor, so dass abzuwarten bleibt, ob ein solcher Eingriff 
prognostische Vorteile bringt. 
Eine genaue Prognose ist aufgrund des weiten klinischen Spektrums und der 
intrafamiliären Variabilität der Erkrankung schwer abzuschätzen. Ist die 
Neugeborenenperiode überstanden, so wird die 10-Jahres-Überlebensrate mit 82% 
und die 15-Jahres-Überlebensrate mit 67-79% angegeben [46][43]. 
 
2 Ziliopathien 
Das im mutierten Zustand für die Ausbildung einer ARPKD verantwortliche Protein 
Polyductin ist in den Zilien der Nierenepithelzellen sowie den zilien-assoziierten 
Organellen lokalisiert (Kap.II.1.3). Somit gehört ARPKD zur Gruppe der Ziliopathien; 
Erkrankungen, bei denen eine Fehlfunktion der Zilien bzw. der Basalkörper den 
Phänotyp bestimmt [47]. 
Dabei unterscheidet man zwei Gruppen von Ziliopathien, je nachdem ob die 
betroffenen Zilien primär motile oder sensorische Funktion ausüben. ARPKD gehört 
dabei zur zweitgenannten Gruppe, die ein breites Spektrum klinischer Symptome 
aufweist, da nahezu jeder polarisierte Zelltyp im menschlichen Körper primäre und 
somit sensorische Zilien besitzt [22] (Abb.II.8). Je nach Erkrankung kann entweder 
ein Organ im Mittelpunkt der klinischen Symptomatikstehen, wie es bei den 
polyzystischen Nierenerkrankungen oder der heterogenen Gruppe retinaler 
Dystrophien der Fall ist [47], oder aber es kann sich um eine Multisystemerkrankung 
handeln. Bei den Multisystemerkrankungen kann das klinische Spektrum sehr 
variabel und breit gefächert sein, wodurch ein Überlappen der Phänotypen der 
unterschiedlichen Erkrankungen häufig ist. Ein Beispiel für eine solche 
Multisystemerkrankung ist neben dem Meckel-Gruber- und dem Joubert-Syndrom 
das Bardet-Biedl-Syndrom (BBS), welches bei Patienten zusätzlich zu renalen 
Fehlbildungen und einer Degeneration der Retina als klinische Hauptmerkmale eine 
Adipositas, Polydaktylie, mentale Retardierung sowie einen Hypogonadismus 
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aufweist. Zusätzlich können Anosmie, Diabetes, ein situs inversus sowie eine 
kongenitale Herzerkrankung auftreten [47]. 
 
 
Abb.II.8 Beispiele für die Verteilung von Zilien im menschlichen Körper 
Dargestellt sind Hellfeld- und/oder Immunfluoreszenzbilder verschiedener Zilien-Arten 
in unterschiedlichen Zelltypen des menschlichen Körpers. 
(Abb. aus Fliegauf et al., 2007 [22]) 
 
Alle mit Ziliopathien in Verbindung gebrachten Proteine zeigen eine Lokalisation in 
Zilien bzw. den damit assoziierten Organellen. Die unterschiedlichen Proteine der 
einzelnen Ziliopathien scheinen daher Teil eines Netzwerkes zu sein, das die 
Funktion der Einheit „Zilie“ bestimmt (Abb.II.9) [47]. 
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Abb.II.9 Schematische Darstellung des Zilien-Netzwerkes 
Über die Zilie gelangen externe Signale über ein kompliziertes Netzwerk schließlich 
zum Nukleus, wo Zellteilung und Differenzierung betreffende Genregulation gesteuert 
wird. Bei Störungen der Signalkaskade an bestimmten Punkten kommt es zur 
typischen Ausbildung der entsprechenden Ziliopathie. 
(Abb. aus Badano et al., 2006 [47]) 
 
3 Molekulargenetik 
Das „zentrale Dogma der Molekularbiologie“, welches 1970 von Francis Crick 
aufgestellt wurde, beschreibt den Transfer der Geninformation von der DNA über die 
RNA bis hin zum Protein [48]. Dabei wird die genetische Information, die in Form der 
doppelsträngigen DNA asserviert ist, im Rahmen der Transkription in einzelsträngige 
RNA umgeschrieben. Die RNA dient dann ihrerseits nach weiteren Modifikationen 
bei der Translation als Vorlage für die Übersetzung der Information in die 
Aminosäuresequenz eines Proteins (Abb.II.10). 
 
ALS Alström syndrome 
BBS Bardet-Biedl syndrome 
Dsh disheveled 
KS Kartagener syndrome 
IFT intraflagellar transport 
Inv inversin 
NPHP Nephronophtisis 
OFD1 oral-facial-digital syndrome type 1 
PC1/2 polycystin1/2 
PCD primary ciliary dyskinesia 
PKD polycystic kidney diseas 
Shh sonic hedgehog 
Smo smoothened 
Wnt wingless and integration 1 
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Abb.II.10 Schematische Darstellung des zentralen Dogmas der 
Molekularbiologie 
Das zentrale Dogma der Molekularbiologie beschreibt den Weg der genetischen 
Information von der DNA zum fertigen Protein. 
(Abb. aus Frank, 2005 [49]) 
 
3.1 RNA-Modifikationen 
Die wesentlichen Veränderungen die eine RNA durchlaufen muss bevor sie als 
Vorlage bei der Proteinsynthese dienen kann sind die Modifikationen ihrer beiden 
Enden sowie das Entfernen der nicht-kodierenden Bereiche. Die Modifikation des 5´-
Endes liegt in der Anheftung einer 7´-Methylguanosin-Kappe, der sog. CAP-Struktur, 
während am 3´-Ende der sog. Poly-A-Schwanz durch das Anhängen einer 
Polyadenylsäure-Sequenz gebildet wird [50]. 
Das Entfernen der nicht-kodierenden Sequenzen der RNA, der sogenannten Introns, 
erfolgt im Rahmen eines Prozesses, den man Spleißen nennt. Hierbei werden die 
Introns aus der RNA herausgeschnitten, wobei die Exons, die kodierenden Bereiche 
der RNA, zu einer fortlaufenden Sequenz aneinandergereiht werden. Die zur 
Translation bereitstehende prozessierte RNA wird mRNA (messenger RNA) genannt. 
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3.1.1 Spleißen 
Verschiedene Abschnitte der Introns und Exons sind beim Spleißen für einen 
korrekten Ablauf des Prozesses essentiell. Bei den Introns sind 4 unterschiedliche 
Bereiche für das Spleißen unentbehrlich [50] (Abb.II.11): 
- 5´-Spleißstelle/ Donorspleißstelle 
- 3´-Spleißstelle/ Akzeptorspleißstelle 
- Abfolge von Pyrimidin-Bausteinen 
(20-40 Nukleotide vor der Akzeptorspleißstelle) 
- Adenosin-Nukleotid innerhalb der Pyrimidin-Sequenz 
(Verzweigungsstelle = branche site) 
 
 
Abb.II.11 Schematische Darstellung der für das Spleißen essentiellen 
Bereiche an den Exon-Intron-Übergängen 
pu = Purin; py = Pyrimidin 
 
Die beschriebenen Abschnitte sind dabei unterschiedlich stark konserviert, wobei die 
Konservierung der ersten beiden Basen der Donorspleißstelle sowie wie letzten 
beiden Basen der Akzeptorspleißstelle besonders hoch ist. Dadurch ergibt sich die 
für fast alle Introns bei Eukaryoten geltende GT-AG-Regel (GT….AG auf DNA-
Ebene, GU….AG auf RNA-Ebene) [51]. 
Das Spleißen versteht man im Wesentlichen als einen Zwei-Schnitt-Prozess, bei 
dem im ersten Schritt die Verbindung zwischen Exon und Intron an der 
Donorspleißstelle gekappt wird, um dann im zweiten Schritt die Exons miteinander zu 
verknüpfen (Abb.II.12). Beim Öffnen der Donorspleißstelle kommt es zu einer 
Verknüpfung des freigewordenen 5´-Endes des Introns mit dem Adenosin-Nukleotid 
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innerhalb der Pyrimidin-Sequenz, wodurch die sogenannte Lariat-Struktur entsteht. 
Im Zweiten Schritt wird an der 3´-Spleißstelle die Verbindung zwischen Intron und 
Exon durchtrennt, die Lariat-Struktur wird freigesetzt und die benachbarten Exons 
werden verbunden. 
 
 
Abb.II.12 Schematische Darstellung des Spleißprozesses 
An der Donorspleißstelle wird die Verbindung zwischen Exon und Intron durchtrennt, 
wobei sich die Lariatstruktur bildet; anschließend kommt es zum Öffnen der 
Akzeptorspleißstelle. Dabei wird die Lariatstruktur freigesetzt und es kommt zu einer 
Verknüpfung der Exons.      (Abb. aus Frank, 2005 [49]) 
 
Neben den oben genannten Sequenzabschnitten gibt es noch weitere Bereiche in 
Introns und Exons (cis-Elemente) die das Spleißen regulieren, sogenannte 
intronische bzw. exonische Spleißverstärker (intronic/ exonic splice enhancer; ISE, 
ESE) sowie Spleißdämpfer (intronic/ exonic splice silencer; ISS, ESS). Dabei handelt 
es sich um bestimmte Basenabfolgen die von spezifischen das Spleißen 
regulierenden Enzymen erkannt und gebunden werden und somit das 
Spleißverhalten der betreffenden Sequenz beeinflussen. Kommt es zu einer Mutation 
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in einem solchen cis-Element, so kann dies zu einem veränderten Spleißverhalten 
führen [52]. 
3.1.2 Nonsense mediated mRNA-decay (NMD) und Nonsense associated 
splicing (NAS) 
Beinhaltet ein Transkript ein verfrühtes Stopcodon (premature stop codon, PTC), so 
kommt es in der Regel im Rahmen der Proteinsynthese während der Translation zu 
einem Kettenabbruch und es entsteht ein verkürztes Protein. 
Häufig kann man jedoch beobachten, dass ein PTC in einer prä-mRNA, egal ob es 
durch eine Nonsense-Mutation oder ein Verschieben des Leserahmens verursacht 
wurde, einen Abbau der betroffenen mRNA auslöst [53]. Dieser Kontroll-
Mechanismus sorgt dafür, dass die Menge an fehlerhafter mRNA und dem daraus 
resultierenden verkürzten Protein reduziert wird indem die PTC-beinhaltende prä-
mRNA durch einen komplexen Mechanismus abgebaut wird. Dieser Kontroll-
Mechanismus wird „nonsense mediated decay“ (NMD) genannt [52]. 
In einigen Fällen führt ein PTC jedoch zu einem Entfernen des von der Mutation 
betroffenen Exons ohne einen Abbau der gesamten prä-mRNA. Ein solches 
Phänomen wird als „nonsense associated splicing“ (NAS) bezeichnet. 
Dabei gibt es verschiedene Theorien darüber wie es zu diesem veränderten 
Spleißverhalten kommt [52]. Einerseits wird ein sogenanntes „nuclear scanning 
model“ diskutiert, bei dem ein der Translation ähnlicher Mechanismus den 
Leserahmen des Transkriptes prüft und bei einem PTC das Herausschneiden des 
betroffenen Exons veranlasst [54]. Andererseits konnte gezeigt werden, dass 
Mutationen eine für das Spleißen wichtige Sekundärstruktur der prä-mRNA (z.B. eine 
Haarnadelstruktur) oder aber andere cis-Elemente (z.B. ein ESE) betreffen und somit 
das Spleißverhalten nachhaltig beeinflussen können. Im zweiten Fall können neben 
Nonsense-Mutationen auch Missense- oder stumme Mutationen eine solche Spleiß-
Reaktion hervorrufen [55]. 
Der Sinn des NAS ist noch nicht ganz verstanden. Ein möglicher Vorteil könnte darin 
liegen, dass durch das Entfernen eines Exons mit PTC ein Protein mit einer 
Restfunktion entsteht, sofern der Leserahmen nicht zerstört wird [56]. Andererseits 
kann es durch das veränderte Spleißmuster zu einem Leserasterschub kommen, der 
ein anderes PTC an einer weiter 3´ im Transkript liegenden Stelle hervorruft. Dieses 
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PTC wird dann möglicherweise von dem Mechanismus des NMD nicht erkannt und 
als normales Terminations-Codon genutzt. 
Die Folgen eines NAS können dabei ganz unterschiedlich gestaltet sein und hängen 
in erster Linie von dem betroffenen Protein und seiner Funktion selbst ab. Ein 
Umgehen eines NMD durch NAS kann ein Protein mit einem dominant-negativen 
Effekt zur Folge haben oder aber ein verändertes Protein hervorbringen, dass eine 
Restfunktion des eigentlichen Wildtyp-Proteins besitzt [57]. 
 
4 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war die nähere Charakterisierung der autosomal rezessiven 
polyzystischen Nierenerkrankung auf genomischer und proteomischer Ebene. 
Zum einen wurden unterschiedliche homozygote trunkierende Mutationen im 
PKHD1-Gen hinsichtlich eines möglichen Effekts auf das Spleißen bzw. die Stabilität 
des entstehenden Transkriptes untersucht, um eine Erklärung für den atypisch 
milden Phänotyp zu finden, der bei verschiedenen Patienten mit diesen Mutationen 
einhergeht. 
Andererseits sollten potentielle Interaktionspartner des PKHD1-Genprodukts 
Polyductin identifiziert und näher untersucht werden, wobei der Schwerpunkt auf die 
Interaktion zwischen Polyductin und dem Bardet-Biedl-Protein BBS2, einem weiteren 
Ziliopathie-Protein, gelegt wurde. 
Zudem war es Ziel dieser Arbeit, Antikörper gegen den C-Terminalen Abschnitt von 
Polyductin zu generieren und etablieren, um diese in den Interaktionsstudien sowie 
zur näheren Untersuchung der Funktionsweise von Polyductin einzusetzen.  
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III Material, Methoden und Patientenkollektiv 
1 Material 
1.1 Geräte und Zubehör 
Autoklav   HV-85, HD-Tek, Süßen, D 
Blotkammer   Fastblot B34, Komplettsystem, Biometra, Göttingen, D 
XCell II Blot Module Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA 
Brutschrank   HeraCell 150, Kendro, Heraeus, Hanau, D 
Elektrophoresegeräte Multigel-Long-Gelkammer, Biometra, Göttingen, D; 
Amersham Pharmacia Gel Elektrophoresis Apparatus 
GNA-200, Freiburg, D; 
SE 266 Mighty Small II-System, Hoefer, San Francisco, 
USA; 
XCell SureLock Mini-Cell Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA 
Elektrophoresezubehör Gelträger 20x20cm, Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg, D 
22-Zahn-Kämme Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg, D 
Fluoreszenzmikroskop Observer.Z1, Zeiss, Göttingen, D 
Geldokumentation  Imaging-System Gel Doc 2000, Bio-Rad, München, D 
Heizblock   Unitek HBS-130/E, Peqlab, Erlangen, D 
    Dry-Block DB3D, Techne, Wertheim, D 
Hybridisierungsofen Herahybrid 6, Kendro, Heraeus, Hanau, D 
Magnetrührer   Ikamag RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen, D 
Mikrowelle    Bosch, D 
pH-Meter pH 211 Microprocessor pH Meter, Hanna Instruments, 
Kehl am Rhein, D 
Photometer   Bio Photometer, Eppendorf, Köln, D 
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Pipetten   Gilson, P10, P20, P100, P200, P1000, Villiers-le-Bel, F 
Real-time Thermocycler TaqMan-Instrument, ABI Prism7000, Applied 
Biosystems, Darmstadt, D 
Real-time Zubehör  MicroAmpOptical 96-well reaction plate with barcode, 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 
MicroAmpOptical caps, Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Starseal Advanced Polyolefin Film, Microplate Sealing 
Film, Starlab, Ahrensburg, D 
Schüttelapparat  GFL 3005, Hilab, Burgwedel, D; KS-15, Roth, Karlsruhe, D 
Sequenziergeräte ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, 3130 Genetic Analyzer 
(4 Capillary), Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Sequenzierzubehör  Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Sicherheitswerkbank HeraSafe, Kendro, Heraeus, Hanau, D 
Spannungsgeräte  Elektrophoresis Power Supply PS 304, Gibco BRL, 
Groningen, NL 
Elektrophoresis Power Supply EPS 300, Amersham 
Pharmacia Biotech, Freiburg, D 
Thermocycler  PTC 100, MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf, D 
PTC 200 DNA Engine, MJ Research, Biozym, Hess. 
Oldendorf, D 
Biometra Personal Cycler, Göttingen, D 
Primus MWG-Biotech, München, D 
Thermomixer  Comfort 1,5ml, Eppendorf, Hamburg, D 
Überkopfschüttler  OV2, Biometra, Göttingen, D 
UV-Quervernetzer  phi-med UV-Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, USA 
Waagen   BP 2100, BP 615, Sartorius AG, Göttingen, D 
Wasserbad   GFL 1002-1013, GFL 1086, Burgwedel, D 
Lauda E200 ecoline R206, Lauda-Königshofen, D 
 Material, Methoden und Patientenkollektiv 26 
 
Zentrifugen   Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, D 
Biofuge fresco, Kendro, Hanau, D 
1.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien des täglichen Laborbedarfs wurden über den Fertigvorrat der 
Uniklinik Aachen bezogen. 
Zusätzlich wurden folgende Materialien im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
verwendet: 
Deckgläser Deckgläser, rund, 12 mm, Nr. 1, Menzel, 
Braunschweig, D 
Gradientengele NuPAGE® Novex 3-8% Tris-Acetate Gel, 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Pipetten, serologische 2ml, 5ml, 10ml, 20ml, Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, D 
Röntgenfilm    CL-XPosure Röntgen-Film, Rierce, Rockford, USA 
Transfermembran BioTrace NT Nitrocellulose Transfer Membrane, 
Pall Life Science, New York, USA 
Nylonmembran NY12N, Schleicher & Schuell, 
Dassel, D 
Whatmanpapier   Whatman GB002, Schleicher und Schüll, Dassel, D 
1.3 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien, die nicht gesondert aufgeführt werden, trugen die 
Qualitätsbezeichnung p.a. und wurden von folgenden Firmen bezogen: 
Bio-Rad, München, D 
ICN Biomedicals, Ohio, USA 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Merck, Darmstadt, D 
Riedel-de Haen, Seelze, D 
Roche, Mannheim, D 
Roth, Karlsruhe, D 
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Serva, Heidelberg, D 
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D 
1.4 Feinchemikalien, Enzyme und kommerzielle Kits 
DNase     RNase-Free DNase-Set (50), QIAGEN, 
Hilden, D 
Gelextraktionskit    QIAquick Gel Extraction Kit (250), QIAGEN, 
Hilden, D 
Größenstandards λ/HindIII; 0.5 µg/µl, Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
 50bp-Leiter, 1 µg/µl, Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
100bp-Leiter, 1 µg/µl, Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
1kb-Leiter, 0,5 µg/µl, MBI Fermentas, St. 
Leon-Rot, D  
PageRule Prestained Protein Ladder, 
PageRule Plus Prestained Protein Ladder, 
Fermentas, St. Leon-Rot, D 
Ligase  T4-DNA Ligase, 1-3U/µl, Promega, 
Mannheim, D 
Mutagenese-Kit  QuikChange II Site-Directed Mutagenesis 
Kit, Stratagene, La Jolla, USA 
Nukleotide  (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), je 100mM, 
Invitrogen, Carlsbad, USA  
PCR-Aufreinigungskits  QIAquik PCR Purification Kit (250), QIAGEN, 
Hilden, D 
ExoSAP-IT, USB, Ohio, USA 
Plasmidisolationskits  QIAprep Spin Miniprep Kit (50), QIAGEN 
Plasmid Midi Kit (25), QIAGEN Plasmid Maxi 
Kit (10), QIAGEN, Hilden, D 
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Phosphatase Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal, New 
England Biolabs, Ipswich, USA  
Polymerasen   Accu Prime Taq DNA Polymerase High 
Fidelity, 5U/µl, Taq-DNA-Polymerase, 
recombinant, Invitrogen, Carlsbad, USA 
Probenpuffer, 4x  NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X), 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Protease-Inhibitor-Mix  Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, 
Mannheim, D 
Restriktionsendonukleasen   New England Biolabs, Ipswich, USA 
Reverse Transkription   Reverse Transcription System, Promega, 
Mannheim, D 
RNA-Isolationskit  QIAamp RNA Blood Miniprep Kit (50), 
QIAGEN, Hilden, D 
RNaseA  QIAGEN, Hilden, D 
Sepharose Calmodulin Sepharose 4B, IgG Sepharose 6 
Fast Flow, Protein G Sepharose 4 Fast Flow, 
Amersham Biosciences, Freiburg, D 
 
Sequenzierkit  BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing 
Kit Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Tranfektionsreagenz  Rotifect, Roth, Karlsruhe, D 
Lipofectamine LTX Reagent, Invitrogen, 
Carlsbad, USA 
Zellfraktionierungskit  Qproteome Cell Compartment Kit, QIAGEN, 
Hilden, D 
1.5 Oligonukleotide 
Die für die PCR und Sequenzierung genutzten Oligonukleotide wurden von der Firma 
MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) synthetisiert. 
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Name Sequenz 5´→ 3´ 
BBS2_del3AS_F CAGAACGGGCACAGAGGGTTCTCGGTCAGAA 
BBS2_del3AS_R TTCTGACCGAGAACCCTCTGTGCCCGTTCTG 
BBS2_HAcTerm_Mut1R TGCGCGGGCCCTCTAGACTACCATACAACAACCCTCT
GTGCC 
BBS2_HAcTerm_Mut2R TGCGCGGGCCCTCTAGACTATACCACTGAGCAGCAG
ATTAAC 
BBS2_HAcTerm_Mut3F  GCGCAAAGCTTGCCACCATGTACCCATACGATGTTCC
AGATTACGCTGGCTACCTGCCTGGCACGGC 
BBS2_HAcTerm_Mut4F GCCACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTG
TTGTATGGCTCGGTCAGA 
BBS2_HAcTerm_Mut4R  GATCCAAAGCAAACCAGCAT 
BBS2_HA_C-termF  GCGCAAAGCTTGCCACCATGTACCCATACGATGTTCC
AGATTACGCTCTGCTGCCTGTGTTCA 
BBS2_HA_C-termR  TGCGCGGGCCCTCTAGACTAGGAAGAAGCTGTCCCC
ACTCG 
BBS2kurzF CCTGGCACGGCTGAGATGA 
BBS7add1F  CCAGTACGCAAGTGGGAAAT 
BBS7add2F  GGCACACTACAAGCATATGTG 
BBS7_IsoAB_mycF GCGCAGTCGACGGATCTGATTTTAAACCGAATGG 
BBS7_IsoB_mycR  TGCGCGGTACCCCTTGGGAAATAGCCAGTTG 
BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG 
CMVfor CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 
C-TermL12F GGATCCGCCACCATGACTGCCTGGCTGATCT 
C-TermL12ohneV5R ACCGGTATATTCCCTGATCCCAGTTGCTC 
C-TermL19F CTCGAGGCCACCATGACTGCCTGGCTGATCT 
C-TermL19R GGATCCTTCCCTGATCCCAGTTGCTC 
EBV_rev_primer GTGGTTTGTCCAAACTCATC 
IZGFPF GCGCACTCGAGTTCTGGCTCTGAGCTGTCTGGT 
IZGFPR GCGCAGAATTCTCACAGTTGCTCCTGAATAG 
IZHISF GCGCAGAATTCGCCACCATGCTGGCTCTGAGCTGTC
TGGT 
IZHISR GCGCACTCGAGCAGTTGCTCCTGAATAG 
IZ N-TAP F GCGCAAAGCTTAGCTGTCTGGTGTGCTGTTG 
IZ N-TAP R TGCGCGGTACCTCACAGTTGCTCCTGAATAGTTTCC 
lacZSondeF GCGAATACCTGTTCCGTCAT 
lacZSondeR TAGCGGCTGATGTTGAACTG 
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Tab.III.1 In der Arbeit verwendete Oligonukleotide 
Bei den in der real-time-PCR eingesetzten Oligonukleotiden handelt es sich um den 
Hs_PKHD1_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) bzw. Hs_TBP_1_SG QuantiTect 
Primer Assay (200) der Firma QIAGEN (Hilden, D). 
1.6 Antikörper 
Folgende primäre Antikörper wurden verwendet: 
Bezeichnung Spezies Hersteller/Quelle Verwendung 
Anti-ASH2 Ratte AG Lüscher, Institut für 
Biochemie, RWTH 
WB 
M13rev(-49) GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 
MinigenEx65_F GCGCACTCGAGAGTCCCTATGCCCCTGTTTT 
MinigenEx65_R CGCGTGGATCCGCTGGTTTCCCCTGATTCTT 
pCMVmycF TGCTCTAAAAGCTGCGGAAT 
pCMVmycR CATCACAAATTTCACAAATAAAGC 
pEGFPC1fo GATCACTCTCGGCATGGAC 
pEGFPC1rev CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG 
pEGFPN1fo GTCGTAACAACTCCGCCC 
pEGFPN1rev GTCCAGCTCGACCAGGATG 
PKHD1cDNAEx45F  GTATGGTCTCTTTGTATACC 
PKHD1cDNAEx45R CCACCTGCACTTTCCCAAAC 
PKHD1Ex44F GTCTTTCTTTCCAGCAACCT 
PKHD1_IVS28_F GCGCACTCGAGACTCTGTGTTGTGGGTGTGG 
PKHD1_IVS29_R CGCGTGGATCCAGAACCTGCTGTCAAAAAGC 
PKHD1_R3931H_F ACTGTGGTGGGAGAAGATATGCACATGAAGGTCATG
CTGGGCAAG 
PKHD1_R3931H_R CTTGCCCAGCATGACCTTCATGTGCATATCTTCTCCC
ACCACAGT 
pSPL3for TCTGAGTCACCTGGACAACC 
pSPL3rev  CCTCATGCATCTGTTCTACC 
PKHD1Ex46R GGCCCAGCACATGTAATTTT 
SP6 GATTTAGGTGACACTATAGAATAC 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
TAP-PKHD1-IZF GCGCAAAGCTTGCCACCATGGGTAGCTGTCTGGTGT
GCTGTTG 
TAP-PKHD1-IZR GCGCAGGTACCACCAGACAGTTGCTCCTGAATAGTTT
CC 
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Aachen 
anti-BBS2 Maus Abcam, UK IF 
anti-BBS7 Ziege Santa Cruz, USA IF 
anti-E-Cadherin Ratte Abcam, UK IF 
anti-GFP Maus Sigma-Aldrich, D CoIP 
anti-GFP Kaninchen Santa Cruz, USA WB 
anti-Golgin-97 Maus Invitrogen, USA  IF 
anti-HA Maus Covance, USA CoIP, IF 
anti-HA Kaninchen Bethyl, USA WB, IF 
anti-HIS Maus Sigma-Aldrich, D CoIP, IF 
anti-HIS Kaninchen Santa Cruz, USA WB, IF 
anti-myc Maus Sigma-Aldrich, D CoIP, IF 
anti-myc Kaninchen Roche, D WB, IF 
anti-PDI Maus Abcam, UK IF 
Anti-PCM1 Maus Sigma-Aldrich, D IF 
Anti-Rab8 Maus BD Bioscience, USA IF 
anti-Tubulin, gamma Maus Abcam, UK IF 
anti-Tubulin, alpha, 
acetyliert 
Maus Abcam, UK IF 
IgG, from Serum Maus Sigma-Aldrich, D CoIP 
Tab.III.2 In der Arbeit verwendete Primärantikörper 
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Folgende sekundäre Antikörper wurden verwendet: 
Bezeichnung Hersteller Verwendung 
Polyclonal Goat Anti-mouse 
Immunoglobulins/HRP 
Dako Cytomation WB 
Polyclonal Goat Anti-rabbit 
Immunoglobulins/HRP 
Dako Cytomation WB 
Polyclonal rabbit Anti-guinea pig 
Immunoglobulins/HRP 
Dako Cytomation WB 
Alexa Fluor 488 chicken anti-goat IgG (H+L) Invitrogen, USA IF 
Alexa Fluor 555 donkey anti-mouse IgG (H+L) Invitrogen, USA IF 
Alexa Fluor 555 donkey anti-rabbit IgG (H+L) Invitrogen, USA IF 
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L) Invitrogen, USA IF 
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) Invitrogen, USA IF 
Tab.III.3 In der Arbeit verwendetet Sekundärantikörper 
Im Southern Blot wurde der mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelte Antikörper 
anti-Digoxigenin-AP der Firma Roche verwendet. 
Zusätzlich wurden über die Firma “Pineda-Antikörper Service” (Berlin, D) zwei 
Peptid-Antikörper gegen die intrazellulären Anteile von Polyductin in zwei 
verschiedenen Spezies generiert (Tab.III.4). Die Testung der Seren sowie die 
Etablierung dieser Antikörper in Western Blot und Immunfluoreszenz waren Teil 
dieser Arbeit. 
Bezeichnung Spezies 
IZ-4-rb1 Kaninchen, Tier 1 
IZ-4-rb2 Kaninchen, Tier 2 
IZ-4-gp1 Meerschweinchen, Tier1 
IZ-4-gp2 Meerschweinchen, Tier2 
IZ-CTerm-rb1 Kaninchen, Tier 1 
IZ-CTerm-rb2 Kaninchen, Tier 2 
IZ-CTerm-gp1 Meerschweinchen, Tier2 
Tab.III.4 Über die Firma „Pineda-Antikörper Service“ generierte Peptid-Antikörper 
gegen Polyductin 
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1.7 Medien, Puffer und Lösungen 
1.7.1 Medien 
1.7.1.1 Medien für die Bakterienkultur 
LB-Medium 
Bacto-Trypton 1% 
Bacto-Yeast Extract 0,5% 
NaCl 0,5% 
pH 7,5 mit NaOH 
(autoklaviert) 
Ampicillin 50 µg/µl bzw. Kanamycin 50 µg/µl (optional) 
 
GTE-Lösung 
Glukose  50 mM 
TrisHCl  25 mM, pH 8.0  
EDTA   10 mM 
Autoklavieren und bei 4°C lagern.  
Zur Arbeitslösung 0,7 mg/ml RNase A hinzugeben und bei RT lagern. 
 
LB- Agar 
Bacto-Agar in LB-Medium 1,5% 
IPTG 100 mM (optional) 
X-Gal 40 µg/ ml in Dimethylformamid (optional) 
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1.7.1.2 Medien für die Zellkultur 
Komplettmedium 
(für alle Zelllinien verwendet) 
Dulbecco´s MEM with Glutamax-I (DMEM) 
BSA       10% 
 
Einfriermedium 
Dulbecco´s MEM with Glutamax-I (DMEM) 
BSA        10% 
DMSO       5% 
 
1.7.2 Puffer und Lösungen 
Alle Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit Aqua bidest 
angesetzt. 
1.7.2.1 Puffer und Lösungen zur DNA-Isolation 
Frischblutlysispuffer 
NH4Cl  155 mM 
KHCO3 10 mM 
EDTA  0,1 mM, pH 7,0 
(Lagerung bei 4°C) 
 
Kernlysispuffer 
TrisHCl 10 mM, pH 8,0 
NaCl  400 mM 
EDTA  2 mM, pH 8,0 
(Lagerung bei 4°C) 
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TE-4-Puffer 
Tris  10 mM, pH 8,0 
EDTA  0,1 mM, pH 8,0 
(autoklaviert) 
 
1.7.2.2 Puffer und Lösungen für den Southern Blot 
Blocking-Puffer 
Blocking Reagent stock solution (Roche) 1:10 in Maleinsäurepuffer 
 
Denaturierungslösung 
NaOH  0,5 M 
NaCl  1,5 M 
 
Detektionspuffer 
TrisHCl 100 mM, pH 9,5 
NaCl  100 mM 
 
Maleinsäurepuffer 
Maleinsäure  0,1 M 
NaCl   0,15 M 
(pH 7,5, autoklaviert) 
 
Neutralisierungslösung 
TrisHCl 0,5 M, pH 7,5 
NaCl  3 M 
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Waschpuffer 
0.3% Tween in Maleinsäurepuffer 
1.7.2.3 Puffer und Lösungen für die Zellkultur 
Lysepuffer Lipid Raft 
NaCl    150 mM 
EDTA   5 mM 
Triton-X-100  1% 
TrisHCl   25 mM 
1.7.2.4 Puffer und Lösungen für den β-Galaktosidase-Assay 
5x-Extraktionspuffer 
Tris   125 mM 
EDTA   10 mM, pH 8 
Glycerol  50% 
Triton X-100  5% 
(pH mit H3PO4 auf 7,8 einstellen) 
 
Z-Puffer 
Na2HPO4 60 mM 
NaH2PO4 40 mM 
KCl  10 mM 
MgSO4 1 mM 
 
ONPG-Stammlösung 
ONPG 40 mg in 10 ml Z-Puffer 
(Lagerung bei -20˚C) 
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1.7.2.5 Lösung für die Coomassie-Färbung 
Färbelösung 
Methanol   50% 
Essigsäure   10% 
Coomassie-Blau R250 0,2% 
 
Entfärbelösung  
Essigsäure 10% 
Methanol 25% 
 
1.7.2.6 Lösungen für die Silberfärbung 
Fixierlösung 
EtOH  40% 
Eisessig 10% 
 
Waschlösung 
EtOH  30% 
 
Sensibilisierungslösung 
Natriumthiosulfat 0,02% 
 
Silberlösung 
Silbernitrat 0,2% 
 
Entwicklerlösung 
Formaldehyd 0,05% 
Natriumcarbonat 2% 
 
Stopplösung 
Eisessig 5% 
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1.7.2.7 Puffer und Lösungen für den TAP-Assay 
TEV-Puffer 
TrisHCl  50 mM, pH 7,5 
NaCl   150 mM 
EDTA   0,5 mM 
DTT   1 mM (frisch zugeben) 
 
Calmodulin (CAM)- Bindungspuffer 
TrisHCl   10 mM, pH 7,5 
NaCl    150 mM 
NP-40    0.2% 
Magnesiumacetat  1 mM 
CaCl2    2 mM 
Imidazol   1 mM 
β-Mercaptoethanol  10 mM (frisch zugeben) 
 
Calmodulin- Waschpuffer 
Ammoniumbicarbonat 50 mM, pH 8 
NaCl    75 mM 
Magnesiumacetat  1 mM 
Imidazol   1 mM 
CaCl2    2 mM 
 
Calmodulin- Elutionspuffer 
Ammoniumbicarbonat 50 mM, pH 8 
EGTA    25 mM 
 
1.7.2.8 Puffer und Lösungen für die Immunfluoreszenz 
Blockierungspuffer 
1x PBS 
BSA 1% 
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Mowiol-Eindeckmedium 
Mowiol 2,4 g 
Glycerol 6,0 g 
Tris  1 M, pH 8,5 
1.7.2.9 Puffer und Lösungen für SDS-PAGE und Western Blot 
Anodenpuffer I 
Tris  300 mM, pH 10,4 
Methanol 20% 
 
Anodenpuffer II 
Tris  25 mM, pH 10,4 
Methanol  20% 
 
Blockierungspuffer 
PBS-T 
Magermilchpulver 5% 
 
Chemilumineszenz-Lösung 
1 ml Lösung A: 
TrisHCl 200 ml 0,1 M, pH 8,6 
Luminol 50 mg 
100 µl Lösung B: 
DMSO  10 ml 
p-Coumaric Acid 11 mg 
0,3 µl H2O2   30% 
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Kathodenpuffer 
Tris    25 mM, pH 10,4 
Methanol    20% 
e-Aminocapronsäure  40 mM 
 
Laufpuffer, 10x 
Tris  0,25 M 
Glycin  1,92 M 
SDS  1% 
 
NuPAGE Transfer-Puffer 
Bicine   25 mM 
BisTris  25 mM 
EDTA   1 mM 
Chlorobutanol 0,05 mM 
 
Ponceau S- Lösung, 10x 
Ponceau S   2% 
Trichloressigsäure  30% 
Sulfosalicylsäure  30% 
 
Probenpuffer, 2x 
TrisHCl   126 mM, pH 6 
Glycerol   20% 
SDS    4% 
Bromphenolblau   0,02% 
β-Mercaptoethanol  4% 
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Sammelgel-Puffer, 4x 
Tris  0,5 M, pH 8,8 
SDS  0,4% 
 
Trenngel-Puffer, 8x 
Tris  3 M, pH 6,8 
SDS  0,8% 
 
Tris/Acetat-Puffer 
Tris  50 mM 
Tricin  50 mM 
SDS  0,1% 
pH 8,24 
 
Waschpuffer (PBS-T) 
1xPBS 
Tween20 0,05% 
 
1.8 Bakterienstämme, Zelllinien und Plasmide 
1.8.1 Bakterienstämme 
Stamm Genotyp Hersteller 
JM109 
e14–(McrA–) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
hsdR17 (rK– mK+) supE44 relA1 Δ(lac-
proAB) [F´ traD36 proAB lacIqZΔM15] 
Promega, D 
One Shot TOP10 
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80 
lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG 
Invitrogen, USA 
Tab.III.5 In dieser Arbeit verwendete chemisch kompetente Bakterienstämme 
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1.8.2 Verwendete Zelllinien 
Bezeichnung Zelltyp Herkunft 
COS7 
Epithelzellen aus der 
Niere der grünen 
Meerkatze 
Institut für Biochemie; 
RWTH Aachen 
HEK293 
Humane embryonale 
Nierenzellen, epithelien- 
und fibroblastenartig 
Institut für Biochemie; 
RWTH Aachen 
HEK293-FlpIn-T-REx 
HEK293-Zellen zur 
Etablierung einer stabilen 
induzierbaren Zelllinie 
AG Lüscher, Institut für 
Biochemie; RWTH Aachen 
HEK293-FlpIn-T-REx-C-
TAP 
HEK293-Zellen mit stabil 
integriertem induzierbaren 
c-terminalen TAP-Tag 
AG Lüscher, Institut für 
Biochemie; RWTH Aachen 
mIMCD-3 
Epithelzellen der murinen 
renalen Sammelrohre 
AG Omran, Kinderklinik 
Freiburg 
MDCK II 
Epithelzellen aus der 
Hundeniere 
Institut für Biochemie; 
RWTH Aachen 
Tab.III.6 In dieser Arbeit verwendete Zelllinien 
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1.8.3 Plasmide 
Plasmid Resistenz 
Epitop-Tag/ 
Bemerkung 
Herkunft 
pcDNA3.1/V5-HIS  Ampicillin V5/HIS Invitrogen, USA  
pcDNA5/FRT/C-
TAP 
Ampicillin, 
Hygromycin 
induzierbarer 
Expressionsvektor; 
C-terminales TAP-
Tag 
AG Lüscher, Institut 
für Biochemie, RWTH 
Aachen 
pcDNA5/FRT/N-
TAP 
Ampicillin, 
Hygromycin 
induzierbarer 
Expressionsvektor; 
N-terminales TAP-
Tag 
AG Lüscher, Institut 
für Biochemie, RWTH 
Aachen 
pcDNA5/FRT/TO 
Ampicillin, 
Hygromycin 
induzierbarer 
Expressionsvektor 
Invitrogen, USA 
pcDNA6/TR 
Ampicillin, 
Blasticidin 
FlpIn Vektor für 
konstitutive 
Expression des Tet-
Repressors 
Invitrogen, USA 
pCH110 Ampicillin 
codiert für LacZ-
Gen 
Amersham, D  
pCMVmyc Ampicillin 
C-terminales myc-
Tag 
Clontech, USA  
pEGFP-C1 Kanamycin 
C-terminales GFP-
Tag 
Clontech, USA 
pEGFP-N1 Kanamycin 
N-terminales GFP-
Tag 
Clontech, USA 
pFRT/lacZeo 
Ampicillin, 
Zeocin 
FlpIn target site 
Vektor 
Invitrogen, USA 
pGEM-TEasy Ampicillin TA-Ligations-Vektor Promega, D 
pOG44 Ampicillin 
FlpIn Vektor, codiert 
für eine 
Rekombinase 
Invitrogen, USA 
pRcCMV Ampicillin 
eukaryotischer 
Expressionsvektor 
Invitrogen, USA 
pSPL3 Ampicillin Trap-Vektor 
AG Bolz, Institut für 
Humangenetik, 
Uniklinik Köln 
pTargeT Ampicillin TA-Ligations-Vektor Promega, D 
Tab.III.7 In der Arbeit verwendete Plasmide 
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Bei allen verwendeten Plasmiden (Tab.III.7) mit Ausnahme des pGEMTeasy handelt 
es sich um eukaryotische Expressionsvektoren. Zudem besitzen einige der in 
Tab.III.7 aufgelisteten Plasmide die Fähigkeit, dem zu untersuchenden Protein bei 
der Expression eine Markierung, ein sog. Epitop-Tag, anzuhängen. Dieses kann 
spezifisch von bestimmten Antikörpern erkannt und das exprimierte Protein somit 
nachgewiesen werden. 
Bei dem Vektor pSPL3 handelt es sich um einen sog. Trap-Vektor, der neben einem 
klassischen Minigen-Assay, wie er bereits beschrieben wurde [49], zur näheren 
Untersuchung des Spleißverhaltens genutzt wurde (Abb.III.1). Trap-Vektoren 
enthalten eine „künstliche“ Transkript-Sequenz, die in der Regel aus einem Intron 
besteht, welches von zwei Exons flankiert wird. Innerhalb des Introns befindet sich 
die multiple cloning site (MCS), über die die zu untersuchende Sequenz, bestehend 
aus einem Exon und jeweils kurzen Abschnitten der flankierenden Introns, in den 
Vektor eingebracht werden kann. Die von dem Vektor transkribierte prä-mRNA wird 
vom Spleißapparat der eukaryotischen Zellen erkannt und entsprechend prozessiert. 
 
 
Abb.III.1 Schematische Darstellung des Exon-Trappings 
Abgebildet ist der für das Klonieren und Spleißen relevante Sequenz-Abschnitt des 
Trap-Vektors (Exon 1 + Intron + Exon 2, schwarz). Über die multiple cloning site 
(MCS) im Intron wird die zu untersuchende Sequenz (Exon X mit flankierenden 
intronischen Sequenzen, orange) in den Vektor eingebracht. Dargestellt sind mögliche 
Spleißprodukte, die im Rahmen der prä-mRNA-Prozessierung in eukaryotischen 
Zellen entstehen können. 
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Der Vorteil eines Trap-Vektors gegenüber einem klassischen Minigen ist die 
Tatsache, dass der Vektor bereits zwei Exons beinhaltet und somit lediglich ein Exon 
mit flankierenden intronischen Sequenzen kloniert werden muss. Im Gegensatz dazu 
muss beim klassischen Minigen-Assay eine Sequenz bestehend aus drei Exons 
mitsamt den dazwischenliegenden Introns amplifiziert und kloniert werden, was durch 
die z.T. enorme Größe einzelner Introns (bis zu mehreren Kilobasen) oft erschwert 
bzw. (nahezu) unmöglich ist. 
 
2 Methoden 
Die Reihenfolge der beschriebenen Methoden richtet sich im Wesentlichen nach dem 
zeitlichen Ablauf und der Vorgehensweise in der Labor-Praxis, wobei jedoch eine 
grobe Einteilung der Methoden in die Bereiche Molekulargenetik, Zellbiologie und 
Proteinbiochemie vorgenommen wurde. 
2.1 Molekulargenetische Methoden 
2.1.1 DNA-Analysen 
2.1.1.1 DNA-Isolation aus kultivierten Zellen 
Die DNA aus kultivierten Zellen wurde mittels Salzfällung extrahiert [58].  
Dazu wurden die Zellen einer 60 x 20 mm Polystyrol Kulturschale nach der Ablösung 
durch Trypsinierung (Kap.III.2.2.1) in einem Volumen von 5 ml Komplettmedium 
aufgenommen und bei 1500 rpm für 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Anschließend 
wurde das Zellpellet in 30 ml Frischblutlysispuffer resuspendiert. Nach 2-3maligem 
Invertieren wurden die Zellen für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten 
Zentrifugation bei 1500 rpm für 10 Minuten bei RT wurde das Pellet in 10 ml 
Kernlysispuffer aufgenommen. Dann wurden 660 µl 10% SDS sowie 500 µl Pronase 
zugegeben und es erfolgte eine Inkubation bei 37° C ÜN im Wasserbad. Nach der 
Zugabe von 3,2 ml einer gesättigten NaCl-Lösung wurden die Proben kräftig 
geschüttelt und anschließend zweimal für 10 Minuten bei RT und 4000 rpm 
zentrifugiert. Zwischen den beiden Zentrifugationsschritten wurde das Gemisch 
nochmals aufgeschüttelt. Der Überstand wurde in ein frisches 
Zentrifugationsröhrchen dekantiert und mit dem gleichen Volumen Isopropanol 
versetzt. Beim Schwenken des Röhrchens fiel die DNA fädig-weiß aus und konnte 
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mit einer umgebogenen Pasteur-Pipette aufgenommen und in Ethanol (70 %) 
gereinigt werden. Anschließend erfolgte die Lösung der DNA in 400 µl TE-4-Puffer 
ÜN bei RT. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte photometrisch [49]. 
2.1.1.2 Sequenzierung 
Alle für die Transfektion von eukaryotischen Zellen (Kap.III.2.2.2) verwendeten 
Plasmide (Tab.III.9) sowie bestimmte Polymerasekettenreaktions (PCR) -Produkte, 
die nach Standard-Protokollen generiert wurden[49], wurden mittels Sequenzierung 
auf ihre Richtigkeit hin überprüft. Um die genaue Basenabfolge zu ermitteln, wurde 
nach der Kettenabbruchmethode verfahren [49]. 
Die Sequenzierung der zu untersuchenden DNA wurde entweder bei der Firma 
Eurofins MWG Operon in Auftrag gegeben oder aber im eigenen Institut 
durchgeführt. 
Im Falle der kommerziellen Sequenzierung wurden 2 µl der in A. dest. gelösten DNA 
zusammen mit 10 µM des entsprechenden Primers in einem Eppendorfgefäß bei 
50°C für 30 Minuten getrocknet und anschließend der Firma zur Durchführung der 
Sequenzier-PCR und anschließender Analyse zugeschickt. 
In den Fällen, in denen die Sequenzierung im institutseigenen Labor stattfand, lief die 
Sequenzier-PCR nach folgendem Schema ab: 
 
Sequenzier-PCR-Ansatz  
DNA-Probe       50-500 ng 
Primer        10 µM 
BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix  1,5 µl 
H2O        ad 10 µl 
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Programm der Sequenzier-PCR 
1. 96°C  1:00 min 
2. 96°C  0:10 min 
3. 50°C  0,05 min 
4. 60°C  4:00 min 
Die Schritte 2-4 wurden 25-mal wiederholt. 
Im Anschluss an die Sequenzier-PCR erfolgte die Fällung des PCR-Produktes mit 
Ethanol und Natriumacetat [49]. 
Die getrockneten Proben wurden in 20 µl Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) 
resuspendiert und mit dem ABI Prism 310 oder ABI Prism 3130 (Applied Biosystems) 
analysiert. 
Die Auswertung aller analysierter Proben erfolgte mit Hilfe des Alignment-
Programmes von NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
2.1.1.3 Southern Blot 
Der Southern Blot beschreibt eine Methode die es erlaubt, DNA aus einem 
Agarosegel auf eine Trägermembran zu transferieren und somit für weitere Analysen 
zugänglich zu machen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode genutzt, um im Rahmen der 
Generierung einer stabilen induzierbaren MDCK II-Host-Zelllinie (Kap.III.2.2.2.2.1) 
die Integration einer FRT- (Flp Recombination Target) Sequenz in das Genom der 
Wirtszellen mit Hilfe einer spezifischen DNA-Sonde nachzuweisen und die Anzahl 
dieser Sequenzen in den einzelnen Zellklonen zu bestimmen. 
2.1.1.3.1 Sondenvorbereitung 
Bei der eingesetzten DNA-Sonde handelt es sich um ein Digoxygenin(DIG)-
markiertes DNA-Fragment. Dieses wurde mittels einer PCR unter Standard-
Bedingungen generiert [49], wobei jedoch zusätzlich zu dem üblichen dNTP-Mix 
Desoxyuridintriphosphat (dUTP, Roche) zugegeben wurde. 
Das Desoxyuridintriphosphat wird bei der Sonden-PCR in die entstehenden 
Fragmente eingebaut und kann von einem Antikörper spezifisch erkannt und mittels 
Chemilumineszenz nachgewiesen werden (Kap.III.2.1.1.3.4). Somit lassen sich 
spezifische DNA-Sequenzen in einem DNA-Gemisch nachweisen. In der 
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vorliegenden Arbeit wurden die Primer für die PCR so gewählt, dass sie einen 
Abschnitt der Sequenz, die für die Zeocin-Resistenz codiert (Kap.III.2.2.2.2.1), 
amplifizieren. Somit erkennt die Sonde im Genom der untersuchten Zellen spezifisch 
die stabil transfizierte Sequenz (Kap.III.2.2.2.2). 
Vor der Hybridisierung (Kap.III.2.1.1.3.3) wurden 10 µl des Sonden-PCR-Produktes 
in 100 µl Hybridisierungsmedium DIG-Easy-Hyb (Roche) verdünnt und für 5 Minuten 
bei 95°C denaturiert. 
2.1.1.3.2 Kapillartransfer 
Je 10 µg der wie unter Kap.III.2.1.1.1 beschrieben isolierte DNA wurden einem 
Restriktionsverdau unterzogen und anschließend auf einem 1%igem Agarosegel 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend wurde die DNA mittels 
Kapillartransfer auf eine Nylonmembran übertragen. Dafür wurde das Agarosegel 
zunächst für 10 Minuten in HCl (0,25 M) gebadet und dann zweimal kurz mit H2O 
gespült. Es folgten Inkubationen des Gels von je zweimal 15 Minuten in 
Denaturierungslösung und anschließend unter gleichen Bedingungen in 
Neutralisierungslösung. Die Inkubationen erfolgten bei RT unter Schwenken. Der 
Aufbau des Blots wurde wie folgt durchgeführt: das Gel wurde auf 3 Lagen in 
20xSSC (Roche) getränktes Whatman-Papier gelegt und mit Parafilm rundherum 
abgedichtet. Auf das Gel wurde die auf Gelgröße zurechtgeschnittene mit 20xSSC 
angefeuchtete Nylonmembran gelegt, auf deren vom Gel abgewandte Seite mit 
Bleistift die Geltaschen markiert wurden. Auf die Nylonmembran kamen erneut 3 
Lagen in 20xSSC getränktes Whatman-Papier. Über eine Whatman-Brücke wurde 
der Blot mit einem 20xSSC-Puffer-Reservoir verbunden. Bei allen Schritten wurde 
auf ein luftblasenfreies Zusammensetzen der einzelnen Schichten geachtet. Den 
Abschluss bildeten mehrere Lagen Zellstoff. Der Transfer erfolgte bei RT über Nacht. 
2.1.1.3.3 Hybridisierung 
Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in 2xSSC gewaschen. Anschließend 
wurde die DNA zur Immobilisierung durch UV-Quervernetzung kovalent an die 
Membran gebunden. Für die Prähybridisierung wurde die Membran mit 15 ml 
Hybridisierungsmedium DIGEasyHyb luftblasenfrei in eine Hybridisierungsröhre 
gegeben und für 2 Stunden bei 42°C im Hybridisierungsofen rotiert. Anschließend 
erfolgte die Sonden-Hybridisierung, wozu das Volumen des Hybridisierungsmediums 
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auf 11 ml reduziert wurde und 10 µl der vorbereiteten Sonde (Kap.III.2.1.1.3.1) 
zugegeben wurden. Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C über Nacht. 
2.1.1.3.4 Detektion 
Während der Immundetektion, auf die in Kap.III.2.3.11 näher eingegangen wird, 
kommt es beim Southern Blot zu einem Erkennen der in die Sonde eingebauten DIG-
Moleküle (Kap.III.2.1.1.3.1) durch einen spezifischen Antikörpers. Dieser ist mit einer 
alkalischen Phosphatase gekoppelt, die nach Inkubation mit einem Substrat 
Lichtsignale erzeugt. Die Lichtsignale können dann mit einem Röntgenfilm detektiert 
werden. 
Zunächst wurde durch mehrere Waschschritte mit zunehmender Stringenz 
unspezifisch gebundene DNA-Sonde von der Membran entfernt. Dazu erfolgte ein 
zweimaliges Waschen für je 5 Minuten mit 2xSSC/0.1%SDS, gefolgt von einem 
zweimaligem Waschen für je 15 Minuten bei 65°C mit 0.5xSSC/0.1%SDS. Um 
unspezifische Bindungsstellen abzublocken fand eine 30 minütige Inkubation in 
Blockinglösung statt, auf die die ebenfalls 30 Minuten andauernde Inkubation mit 
dem Antikörper, der mit 50 ml Blocking-Lösung verdünnt wurde, folgte. Beide Schritte 
fanden bei RT statt. Anschließend wurde zweimal für je 5 Minuten in Waschpuffer 
gewaschen, gefolgt von der Inkubation in Detektionspuffer für 2 Minuten. Dann 
wurde die Membran mit einigen Tropfen des Chemilumineszenz-Substrats CSPD 
(Applied Biosystems) versetzt und zwischen zwei Plastikfolien gebracht. Nach einer 
Inkubationsdauer von 5 Minuten wurde die überschüssige Flüssigkeit ausgepresst 
und die beiden Plastikfolien miteinander verschweißt. Dann erfolgte die Detektion 
durch Autoradiographie. 
 
2.1.2 RNA-Analysen 
2.1.2.1 RNA-Isolation 
2.1.2.1.1 RNA-Isolation aus kultivierten Zellen 
Die kultivierten Zellen wurden zunächst mit sterilem 1xPBS gewaschen und 
anschließend durch die Inkubation mit Trypsin-EDTA (Invitrogen) vom Boden der 
Kulturschale gelöst (2.2.1). Die Zellen wurden in 5 ml Komplettmedium 
aufgenommen und für 10 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen des 
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Überstandes wurde die RNA mittels QIAamp RNA Blood Miniprep Kit (QIAGEN) 
nach Angaben des Herstellers isoliert. Eluiert wurde in 40 µl RNase freiem H2O. 
2.1.2.1.2 RNA-Isolation aus Nierengewebe 
Zur Isolation der RNA aus nativem Nierengewebe wurden etwa 0,5 cm3 große 
tiefgefrorene Stücke des Gewebes mit Hilfe eines Pistills in einem 2 ml 
Eppendorfgefäß zu feinem Pulver zermörsert. Dazu wurde das Reagiergefäß immer 
wieder in flüssigen Stickstoff getaucht um ein Auftauen der Probe zu vermeiden und 
das Mörsern zu vereinfachen. Anschließend erfolgte die RNA-Isolation mittels 
QIAamp RNA Blood Miniprep Kit (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers. Eluiert 
wurde in 40 µl RNase freiem H2O. 
2.1.2.2 ReverseTranskriptase (RT)-PCR und cDNA-Analyse 
Die isolierte RNA wurde für 10 Minuten im Heizblock bei 65°C denaturiert und 
anschließend mit Hilfe des Reverse Transcription Systems (Promega) unter der 
Verwendung der Oligo-dT-Primer in cDNA umgeschrieben [49]. Dazu wurden in 
einen 20 µl-Ansatz 5 µl RNA eingesetzt. Im Fall der RT-PCR an kommerziell 
erworbener RNA wurde je 1 µg der RNA eingesetzt. 
 
RT-PCR-Ansatz 
MgCl2, 25mM  4 µl 
dNTP-Mix, 100 mM  2 µl 
10x Puffer   2 µl 
Oligo-dT-Primer  1 µl 
AMV rev. Transkriptase 1 µl 
RNase Inhibitor  0,5 µl 
RNA    5 µl bzw. 1 µg 
H2O    ad 20 µl 
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Programm der RT-PCR 
1. 45°C  45:00 min 
2. 95°C  05:00 min 
3. 4°C  ∞ 
 
Das RT-PCR-Produkt wurde anschließend 1:1 mit A. dest. verdünnt, wovon 2 µl in 
die cDNA-Amplifikation eingesetzt wurden. In dieser nachgeschalteten PCR wurden 
jeweils sequenz-spezifische Primer eingesetzt. 
2.1.2.3 Real Time-PCR 
Um eine Aussage über die Quantität eines Transkripts treffen zu können wurde die 
Methode der auf SYBR-Green basierenden Real Time-PCR angewendet. Diese 
beruht darauf, dass der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green, der dem PCR-Ansatz 
beigemischt ist, nach jedem Zyklus unspezifisch doppelsträngige DNA bindet. Dabei 
kommt es zur Emission eines Fluoreszenz-Signals bei 494 und 591 nm Wellenlänge. 
Dieses Signal wird vom ABI Prism sequence detection system (Applied Biosystems) 
detektiert. Im Vergleich zu der Transkriptmenge eines Referenz-Gens kann so die 
relative Transkript-Kopienzahl des Zielgens bestimmt werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde das QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit 
(QIAGEN) in Kombination mit den Oligonukleotiden Hs_PKHD1_1_SG QuantiTect 
Primer Assay (deckt Zielgen ab) bzw. Hs_TBP_1_SG QuantiTect Primer Assay 
(deckt Referenzgen ab) der Firma QIAGEN verwendet. 
 
Real Time-PCR-Ansatz 
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix  12,5 µl 
10x QuantiTect Primer Assay    2,5 µl 
Template cDNA      5 µl 
RNase freies H2O      5 µl 
 
Nach einer Durchmischung mittels Vortexen wurde der Ansatz für 5 Minuten bei RT 
inkubiert und anschließend erneut gevortext. Dann wurde der Ansatz in ein 
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geeignetes Reagiergefäß überführt und durch das ABI Prism sequence detection 
system (Applied Biosystems) analysiert. Jede Probe wurde im Doppelansatz 
untersucht. 
Da bei dieser Methode die genaue Menge an eingesetzter cDNA im Vorfeld nicht 
bekannt ist, wurde bei jedem Lauf für jeden Primer-Assay eine Standardreihe mit 
analysiert. Dazu wurde Kontroll-cDNA in den Verdünnungen 1, 1:10 und 1:100 
eingesetzt. Um eine homogene Verdünnungsreihe zu erhalten wurde zunächst aus 
der unverdünnten cDNA eine Verdünnung von 1:10 mit A. dest. angesetzt und über 
ca. 4 Stunden bei RT inkubiert. Aus dieser Verdünnung wurde dann eine weitere 
1:10-Verdünnung hergestellt die ebenfalls bei RT über ca. 4 Stunden inkubiert 
wurde.  
 
Real Time-PCR-Programm 
1. 2´   50°C 
2. 15´  95°C 
3. 15´´  94°C 
4. 30´´  55°C 
5. 30´´  72°C 
Die Schritte 3-5 wurden 40x wiederholt 
 
Anschließend erfolgte die Software-gestützte Auswertung der Analyse. 
2.1.2.4 Spleißanalytik-Software 
Um die möglichen Auswirkungen von trunkierenden Mutationen auf das 
Spleißverhalten bestimmter Sequenzabschnitte näher zu bestimmen, wurden 
verschiedene online verfügbare Vorhersageprogramme genutzt (Tab.III.8). Dabei 
handelt es sich um Programme, die eine Sequenz hinsichtlich ihrer potentiellen 
Donor- und Akzeptorspleißstellen sowie möglicher ESEs untersuchen. Diese ESEs 
sind cis- Elemente, die als Bindemotive für das Spleißen regulierende sogenannte 
SR-Proteine dienen. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Vorhersageprogramme 
dazu genutzt, die möglichen Auswirkungen verschiedener Mutation auf das 
Spleißverhalten im Vergleich zur Wildtypsequenz näher zu untersuchen. 
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Name Link Funktion 
ESEfinder 3.0 
http://rulai.cshl.edu/cgi-
bin/tools/ESE3/esefinder
.cgi?process=home 
SpliceSites (5SS, 3SS) 
SRProteins (SF2/ASF, SF2/ASF, 
SC35, SRp40, SRp55) 
Berkeley Drosophila 
Genome Project 
(BGDP) 
http://www.fruitfly.org/se
q_tools/splice.html 
SpliceSites (5SS, 3SS) 
NetGene 2 Server 
http://genome.cbs.dtu.dk
/services/NetGene2/ 
SpliceSites (5SS, 3SS) 
Tab.III.8 In der Arbeit verwendete Spleißanalytik-Software 
5SS = 5´-Donor-Spleißstelle, 3SS = 3´-Akzeptor-Spleißstelle 
 
Zur Analyse wurde jeweils die Sequenz des interessierenden Exons mit ca. 60 bp der 
jeweiligen flankierenden Introns in die Spleißanalytik-Software eingegeben. 
2.1.3 Klonierung und Transformation 
Allen Klonierungsarbeiten ging eine Polymerasekettenreaktion (PCR) voran, die nach 
Standard-Protokollen durchgeführt wurde [49]. Je nach Fragestellung variierte die 
Wahl des Templates zwischen genomischer DNA und aus RNA mittels RT-PCR 
hergestellter cDNA (Kap.III.2.1.2.2) 
Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte mittels Gelelektrophorese in 1 -3%igen 
Agarosegelen [49]. 
Die amplifizierten Fragmente wurden entweder direkt mittels QIAquick PCR 
Purification-Kit (QIAGEN) bzw. ExoSAP-IT (USB) oder aber gelelektrophoretisch mit 
Hilfe des QIAquick Gel-Extraction Kits (QIAGEN) aufgereinigt. Es wurde jeweils nach 
der Herstelleranleitung verfahren. 
Je nach verwendetem Vektor wurde bei der Ligation zwischen zwei Arten der sticky 
end-Ligation unterschieden, der TA-Ligation und der Ligation mittels 
Restriktionsenzymen. Bei Nutzung der Vektoren pTargeT und pGEMTeasy 
(Promega) wurde die TA-Ligation durchgeführt [49]. In allen anderen Fällen wurden 
Vektor und Insert zuvor mit Restriktionsendonukleasen behandelt, die spezifisch 
doppelsträngige DNA erkennen und schneiden. Über die dadurch geschaffenen 
komplementäre Überhänge konnten Vektor und Insert im Rahmen der Ligation 
verbunden werden. 
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Die jeweiligen Restriktionsbedingungen, auch bei Doppelverdauen, wurden der 
Website des Herstellers (NEB) entnommen. Es wurden jeweils 20 µl-Ansätze 
verwendet, in die zwischen 200 – 1000 ng DNA und 5 Units des entsprechenden 
Enzyms eingesetzt wurden. Die Inkubation erfolgte über Nacht. 
Die Vektoren wurden im Anschluss an den Verdau mittels alkalischer Phosphatase 
(NEB) dephosphoryliert, d.h. es wurde eine Abspaltung der Phosphat-Reste am 5´-
Ende der linearisierten Plasmid-DNA vorgenommen, um eine Re-Ligation des 
Vektors zu vermeiden. Dazu wurden dem Restriktionsansatz je 2µl Alkalische 
Phosphatase (20 U/µl) und 2µl Puffer zugegeben und für 30 Minuten bei 37°C im 
Wasserbad inkubiert. 
Die Restriktionsansätze wurden im Anschluss mittels QIAquick PCR Purification-Kit 
(QIAGEN) gereinigt und in einem Volumen von 20 µl eluiert und photometrisch 
bestimmt [49]. 
In die Ligation wurden je etwa 100 ng Vektor mit der entsprechenden Menge Insert 
im Verhältnis 1:3 nach folgender Formel eingesetzt:  
Menge Insert [ng] = 
[bp]  VektorGröße
3 x [bp] Insert Größe x [ng]  VektorMenge
 
Für den Ligationsansatz wurde ein Volumen von 10 µl nach Angaben des Herstellers 
verwendet. Inkubiert wurde bei 4°C ÜN. 
Anschließend erfolgte die Transformation und Selektion, deren methodisches 
Vorgehen bereits beschrieben wurde [49]. 
Die angewendeten Klonierungsstrategien sind der Tab.III.9 zu entnehmen. 
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Tab.III.9 In der Arbeit verwendete Konstrukte mit zugehörigem Vektor sowie den für 
die Vorbereitung zur sticky-end-Ligation benötigten Restriktionsenzyme 
 
Konstrukt-Name Insert Vektor 
Restriktions
-enzyme 
Verwendungs-
zweck 
IZ-HIS 
PKHD1 c.11614-
c.12225 
pcDNA3.1/V5-HIS EcoRI, XhoI 
IF, CoIP, 
Zellfraktionierung 
IZ-GFP 
PKHD1 c.11614-
c.12225 
pEGFP-C1 EcoRI, XhoI IF, CoIP 
C-Term-HIS 
PKHD1 c.1-73 - 174 
+ c. 11292 -
c.12225+97 
pcDNA3.1/V5-HIS BamHI, AgeI 
IF, CoIP, 
Zellfraktionierung 
C-Term-GFP 
PKHD1 c.1-73 - 174 
+ c. 11292 -
c.12225+97 
pEGFP-N1 BamHI, XhoI IF, CoIP 
IZ-C-TAP 
PKHD1 c.11614-bp 
c.12225 
pcDNA5/FRT/C-
TAP 
HindIII, KpnI TAP 
IZ-N-TAP 
PKHD1 c.11614-bp 
c.12225 
pcDNA5/FRT/N-
TAP 
HindIII, KpnI TAP 
BBS2-full-length-
HA 
BBS2 c.1-c.2163 pcDNA5/FRT/TO HindIII, ApaI 
IF, CoIP, 
Zellfraktionierung 
BBS2-DelMut2-
HA 
BBS2 c.4-c.931 pTargeT  CoIP 
BBS2-DelMut3-
HA 
BBS2 c.946-c.1539 pTargeT  CoIP 
BBS2-DelMut4-
HA 
BBS2 c.1540-
c.2166+74 
pTargeT  CoIP 
BBS7-IsoB-myc BBS7 c.3-c.2019+55 pCMVmyc SalI, KpnI IF, CoIP 
MinigenEx29WT 
PKHD1 c.3229-206 
– c.3364+498 
pSPL3 BamHI, XhoI RNA-Analyse 
MinigenEx29Pat 
PKHD1 c.3229-206 
– c.3364+498 
pSPL3 BamHI, XhoI RNA-Analyse 
MinigenEx45WT 
PKHD1 c.6997-67 – 
c.7354+62 
pTargeT  RNA-Analyse 
MinigenEx45Pat 
PKHD1 c.6997-67 – 
c.7354+62 
pTargeT  RNA-Analyse 
Minigen45Sub 
PKHD1 c.7005 – 
c.7304 
pGEM-TEasy  cDNA-Analyse 
MinigenEx65WT 
PKHD1 c.11507-433 
– c.11665+356 
pSPL3 BamHI, XhoI RNA-Analyse 
MinigenEx65Pat 
PKHD1 c.11507-433 
– c.11665+356 
pSPL3 BamHI, XhoI RNA-Analyse 
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2.1.4 Mutagenese 
Die zielgerichtete Mutagenese wurde mit dem QuikChange II Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene) durchgeführt. Die Methode beruht auf einer PCR, die 
an einem Plasmid durchgeführt wird, wobei das Plasmid als Ganzes repliziert wird. 
Durch die Wahl geeigneter Mutagenese-Primer wird dabei die Sequenz an einer 
gezielten Stelle verändert. Im Anschluss erfolgt ein Restriktionsverdau, der den 
methylierten Vektor, der als Vorlage für die PCR diente und die gewollte 
Sequenzveränderung nicht beinhaltet, schneidet, während die in der PCR 
entstandenen Plasmide ungeschnitten bleiben und für weitere Klonierungsschritte 
(Kap.III.2.1.3) zur Verfügung stehen. 
Bei allen Schritten wurde nach Herstellerangaben verfahren. Als Template dienten je 
5-10 µg Plasmid, die PCR umfasst 20 Zyklen. 
2.1.5 Plasmid-Isolation 
Je nach Verwendungszweck wurden zwei verschiedene Arten der Plasmid-Isolation 
angewendet.  
Sollte das Plasmids zur Transfektion eukaryotischer Zellen (Kap.III.2.2.2) genutzt 
werden, wurde je nach gewünschter Menge eine Mini-, Midi oder Maxipräparation mit 
dem entsprechenden Kit der Firma QIAGEN durchgeführt, wozu nach den Angaben 
des Herstellers verfahren wurde. 
War das Ziel jedoch die Untersuchung einer großen Zahl von Versuchsansätzen 
mittels Restriktionsverdau (Kap.III.2.1.6) und/ oder Sequenzierung (Kap.III.2.1.1.2) 
auf positive Klone hin, so wurde eine sog. Alkali-Präparation durchgeführt. 
Die Alkali-Präparation beruht darauf, dass Bakterien mit dem Detergenz NaOH/SDS 
unter alkalischen Bedingungen lysiert werden, wobei die chromosomale DNA 
denaturiert, während die Plasmide intakt bleiben [59]. Die RNA wird durch RNase 
verdaut. Durch die Zugabe von Kaliumacetat werden die Proteine denaturiert. Die 
Fällung der Plasmid-DNA erfolgt anschließend mit Ethanol. 
1,5 ml der ÜN-Kultur wurden in ein Eppendorfgefäß überführt und 5 Minuten bei RT 
und 13.200 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 100 
µl GTE-Lösung resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl NaOH(0,2 M)/SDS(1 %), 
erfolgt eine Inkubation für 5 Minuten bei RT. Anschließend wurden 150 µl 
Kaliumacetat (5 M, pH 4,8) zugegeben und ein erneutes Zentrifugieren für 5 Minuten 
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bei RT und 13.200 rpm wurde durchgeführt. Der Überstand wurde in ein frisches 
Eppendorfgefäß dekantiert und mit 750 µl Ethanol (absolut) versetzt. Dann wurde 
erneut für 5 Minuten bei RT und 13.200 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet mit 500 µl Ethanol (70%) gewaschen. Anschließend 
erfolgte die Trocknung des Pellets bei 50°C für 30 Minuten. Für weitere Analysen 
wurde das Pellet in 30 µl A. dest. aufgenommen. 
2.1.6 Testverdau 
Um zu überprüfen ob ein mittels Alkali-Präparation isoliertes Plasmid das 
gewünschte Insert enthält wurde eine grobe Testung der Plasmide mittels 
Restriktionsenzymen vorgenommen. 
Dazu wurde ein geeignetes Restriktionsenzym ausgewählt, das beim Vorliegen des 
gewünschten Konstruktes ein charakteristisches Verdaumuster entstehen lässt. Es 
wurden 5 µl der Alkali-Präparation mit 5 U des Enzyms in einem 20 µl-Ansatz mit der 
entsprechenden Menge Puffer und H2O zusammengegeben und ÜN bei der für das 
Enzym spezifischen Temperatur, i.d.R. 37°C, inkubiert. Anschließend wurde der 
gesamte Ansatz mit 10 µl Ladepuffer versetzt, über ein Agarosegel aufgetrennt und 
mit Hilfe des Imaging-Systems ausgewertet. Klone mit einem positiven Verdaumuster 
wurden im Anschluss sequenziert (2.1.1.2). 
 
2.2 Zellkulturtechniken 
2.2.1 Zellkultivierung 
Sämtliche Schritte der Zellkultur wurden an einer Steril-Arbeitsbank mit sterilen 
Lösungen durchgeführt. Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in einem befeuchteten 
Brutschrank bei 37°C unter einer konstanten Begasung mit 5% CO2. Die Zellen 
wurden standardmäßig auf 100 x 20 mm Polystyrol Kulturschalen in 10 ml 
Komplettmedium kultiviert. 
Die HEK293/FlpIn/TREx-Zelllinie wurde zusätzlich mit 15 µg/ml Blasticidin kultiviert, 
die HEK293/FlpIn/TREx-Expressionszelllinie mit 50 µg/ml Hygromycin. 
Beim Erreichen einer Dichte von ca. 95% wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde 
das Medium entfernt und die Zellen wurden nach einmaligem Waschen mit sterilem 
1xPBS (Invitrogen) durch eine Inkubation von 2-8 Minuten bei 37°C mit 2-3 ml 
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Trypsin-EDTA (Invitrogen) von der Kulturschale abgelöst. Bei diesem Prozess bindet 
EDTA das Kalzium im Medium, wodurch die Kalzium-abhängigen 
Adhäsionsmoleküle (Cadherine) durch das Trypsin angegriffen werden können und 
die Bindungen der Zellen untereinander und an die Plastikoberfläche gelöst werden. 
Die schwach-adhärenten HEK293-Zellen konnten durch einfaches Abspülen von der 
Kulturschale gelöst werden. 
Die abgelösten und vereinzelten Zellen wurden je nach Bedarf in einem Verhältnis 
von 1:2 bis 1:40 ein eine neue Kulturschale variierender Größe in frischem Medium 
ausgesät.  
Für die Immunfluoreszenz (Kap.III.2.3.11.2) wurden die Zellen in 24-well-Platten auf 
runden Deckgläschen ausgesät. Diese wurde zur besseren Haftung der Zellen zuvor 
mit Poly-L-Lysine (PLL, Sigma) beschichtet. Dazu wurde zunächst eine 0,01%-ige 
wässrige Lösung aus PLL hergestellt und sterilfiltriert. 1 ml dieser Lösung wurde in 
jedes mit einem Deckgläschen bestücktes Well gegeben und für 30 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurde das PLL abgenommen und jedes Well einmal mit 
sterilen Wasser gewaschen bevor die Zellen ausgesät wurden. 
2.2.2 Transfektion 
Die Transfektion beschreibt den Vorgang des Einschleusens von Fremd-DNA in 
Zellen. 
Dabei gibt es verschiedene Arten, die Plasmid-DNA in die Zellen zu bringen. In der 
vorliegenden Arbeit wurde das System der Lipotransfektion genutzt, bei dem die zu 
transfizierende DNA vor dem Überführen in die Kulturschale mit einem Liposomen 
ausbildenden Transfektions-Reagenz (Lipofectamine LTX Reagent, Invitrogen bzw. 
Rotifect, Roth) inkubiert wurde. Bei der Lipotransfektion lagern sich die kationischen 
Liposomen mit der anionischen DNA zu stabilen Komplexen zusammen, die im 
anschließenden Transfektionsschritt mit der Zellmembran fusionieren. 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Arten der Transfektion durchgeführt, die 
transiente und die stabile Transfektion. 
2.2.2.1 Transiente Transfektion 
Bei der transienten Transfektion handelt es sich um das vorübergehende 
Einschleusen von Plasmid-DNA in Zellen zur Überexpression eines Zielproteins. 
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Transfiziert wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 60-90% nach dem Schema in 
Tab.III.10. Als serum-freies Transfektions-Medium wurde Opti-MEM (Invitrogen) in 
einem Eppendorfgefäß vorgelegt und nacheinander wurden das Transfektions-
Reagenz sowie die DNA zugegeben und durch auf- und abpipettieren vermischt. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation des Transfektions-Ansatzes bei RT für 30-60 
Minuten. 
 
Kulturschale 
(Durchmesser) 
Opti-MEM DNA-Menge Transfektions-Reagenz 
100 mm 1200 µl 12 µg 25 µl Rotifect 
60 mm 600 µl 6 µg 12,5 µl Rotifect 
35 mm 400 µl 4 µg 8,3 µl Rotifect 
16 mm 100 µl 500 ng 1,5 µl Lipofectamine LTX 
Tab.III.10 Transfektions-Schema für die einzelnen Volumina 
 
Während der Inkubation des Transfektions-Ansatzes wurden die Zellen einmal mit 
sterilem 1xPBS gewaschen und mit frischem Medium versehen. Dann erfolgte die 
Zugabe des Transfektions-Ansatzes durch Pipettieren. 
Die Expressionsdauer betrug durchschnittlich 24h. 
Bei einer Cotransfektion, d. h. dem zeitgleichen Einschleusen von zwei oder mehr 
Plasmiden, wurde die Gesamt-DNA-Menge (Tab.III.10) zu gleichen Teilen aus den 
verwendeten Plasmiden gebildet. 
2.2.2.2 Stabile Transfektion 
Im Gegensatz zur transienten Transfektion (Kap.III.2.2.2.1) wird bei der stabilen 
Transfektion Fremd-DNA stabil in das Genom der Zielzelle integriert. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die stabile Transfektion zur Durchführung eines 
TAP-Assays (Kap.III.2.3.6) mit Hilfe des Flp-In T-REx-Systems von Invitrogen 
durchgeführt. Dieses System beruht darauf, dass eine FRT-Sequenz stabil in das 
Genom der Host-Zelllinie eingebracht wird, über die die Sequenz des Zielproteins 
stabil in das Genom integriert werden kann. Zusätzlich wird eine weitere Sequenz 
stabil transfiziert, die die Kontrolle über die Expression des Zielproteins mittels eines 
Tetracyclin-abhängigen Repressors ermöglicht. Dabei handelt es sich um das sog. 
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Tet-on-System, bei dem in Abwesenheit von Tetracyclin die Transkription des 
Zielgens durch die Bindung der Repressors blockiert wird. Durch die Zugabe von 
Tetracyclin bzw. seinem Analogon Doxycyclin wird der Repressor inaktiviert und das 
Zielprotein wird exprimiert. 
In der vorliegenden Arbeit wurde als FlpIn-T-REx-Host-Zelllinie die HEK293/FlpIn/T-
REx-Zellen genutzt, bei denen es sich um HEK293-Zellen handelt, die bereits zur 
Etablierung einer stabilen induzierbaren Expressions-Zelllinie vorbereitet waren (AG 
Lüscher, Institut für Biochemie). In diese wurde der C-terminale intrazelluläre Anteil 
von Polyductin eingebracht, um eine stabile induzierbare Expressions-Zelllinie zu 
erhalten (2.2.2.2.2). 
Zudem wurde für zukünftige Fragestellungen nach dem Flp-In T-REx-System von 
Invitrogen eine MDCK II-Host-Zelllinie etabliert (Kap.III.2.2.2.2.1). 
2.2.2.2.1 Generierung einer stabilen induzierbaren MDCK II- Host-Zelllinie 
Die Generierung der stabilen indizierbaren MDCK II-Host-Zelllinie erfolgte nach dem 
Flp-In T-REx-Systems von Invitrogen (Abb.III.2). Dabei wurde sich an die Angaben 
des Herstellers gehalten.  
 
Abb.III.2 Schematische Kurzdarstellung des experimentellen Ablaufs der 
Generierung einer Flp-In-T-REx-Host-Zelllinie 
(verändert nach Flp-In-T-Rex-Core Kit-Handbuch, Version C, 2001) 
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Zunächst wurde zur Generierung der Flp-In-Host-Zelllinie die geringste Konzentration 
an Zeocin bestimmt, bei der es zum Absterben nicht-resistenter MDCK II-Zellen kam 
(500 µg/ml). Dann wurde eine 100 x 20 mm Polystyrol Kulturschale mit MDCK II-
Zellen mit 24 µg des Vektors pFRT/lacZeo mittels Lipotransfektion transfiziert 
(Kap.III.2.2.2). Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumswechsel. Weitere 24 Stunden 
später wurden die Zellen wie unter Kap.III.2.2.1 passagiert und in einem Verhältnis 
von 1:4 auf vier neue 100 x 20 mm Kulturschalen ausgesät. Etwa 3 Stunden nach 
dem Passagieren wurden die Zellen mit frischem Komplettmedium versetzt, dem 500 
µg/ml Zeocin zugegeben wurden. Eine Platte mit untransfizierten Zellen diente bei 
allen Selektionen als Kontrolle. 
Während der Selektion erfolgte alle 3 Tage ein Mediumswechsel, um tote Zellen zu 
entfernen und frisches Antibiotikum zuzugeben. Nach etwa 15 Tagen waren einzelne 
Foci zu erkennen. 24 Zellklone wurden mittels Cloning-Hohlzylindern „gepickt“. Dazu 
wurden die einzelnen Kolonien mikroskopisch identifiziert und mit einem Filzstift an 
der Unterseite der Kulturschale markiert. Nach Entfernen des Mediums und 
einmaligem Waschen mit sterilem 1xPBS wurden die Cloning-Zylinder, deren unterer 
Rand zur besseren Haftung mit Vaseline beschichtet war, auf die Markierungen 
gesetzt und mit 50 µl Trypsin/EDTA gefüllt. Nach einer Inkubationsdauer von ca. 5 
Minuten bei 37°C wurden die Zellen in den Zylindern durch Auf-und -Abpipettieren 
gelöst und in eine separate Kulturschale überführt. 
Zur Unterscheidung ob von den einzelnen Klonen jeweils nur wie gewünscht eine 
oder aber mehrere FRT-sites stabil in das Genom integriert wurden, erfolgte ein 
Southern Blot (Kap.III.2.1.1.3) mit der DNA der jeweiligen Klone. Die Isolation der 
DNA erfolgte wie unter Kap.III.2.1.1.1 beschrieben. 
Aus den Klonen, welche laut Southern Blot-Ergebnis lediglich eine FRT-Sequenz 
aufwiesen, wurde mittels β-Galaktosidase-Assay der Klon ausgewählt, der die 
stärkste β-Galaktosidase-Aktivität aufwies und somit die FRT-Sequenz in einer 
transkriptionell aktiven Region des Genoms integriert hatte (1.7.2.4). Dieser Klon 
wurde für das weitere experimentelle Vorgehen verwendet. 
Zur Generierung der Flp-In-T-REx-Host-Zelllinie wurde zunächst die geringste 
Konzentration an Blasticidin bestimmt, bei der es zum Absterben nicht-resistenter 
MDCK II-Flp-In-Host-Zellen kam (8 µg/ml). Dann erfolgte die Transfektion mit dem 
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Plasmid pcDNA6/TR mit anschließender Antibiotika-Selektion wie oben beschrieben. 
Die über Zeocin und Blasticidin selektierten und gepickten Klone wurden transient mit 
dem Konstrukt BBS2-full-length-HA transfiziert (2.2.2). Durch den Vergleich der 
Expression des Zielproteins mit und ohne vorangegangener Induktion mit Doxycyclin 
(1 µg/ ml) mittels Western Blot (Kap.III.2.3.10) wurde der Klon ermittelt, der ohne 
Induktion die geringste und nach Induktion die stärkste Expression zeigte. Dieser 
stellte die fertige MDCK II-Flp-In-T-REx-Host-Zelllinie dar. 
2.2.2.2.2 Generierung einer stabilen induzierbaren HEK293- Expressions-Zelllinie 
Zur induzierbaren Expression des intrazellulären Abschnitts von Polyductin wurde 
eine stabile HEK293-Flp-In-T-REx-Expressions-Zellinie generiert. Dazu wurde nach 
den Angaben des Flp-In T-REx-Systems von Invitrogen verfahren. Der Ablauf in 
Kurzform kann der Abb.III.3 entnommen werden. 
 
Abb.III.3 Schematische Kurzdarstellung des Ablaufs der Generierung einer 
Flp-In-T-REx-Expressions-Zelllinie 
(verändert nach Flp-In-T-Rex-Core Kit-Handbuch, Version C, 2001) 
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Die Zellen einer HEK293-Flp-In-T-REx-Host-Zelllinie auf einer 100 x 20 mm 
Polystyrol Kulturschale wurde mit 18 µg des Plasmid pOG44 und 2 µg des 
pcDNA5/FRT/C-TAP-IZ über Lipotransfektion cotransfiziert (Kap.III.2.2.2) nachdem 
die Zellen für 24 Stunden in Antibiotika-freiem Komplettmedium gehalten wurden. 
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen kurz mit sterilem 1xPBS gewaschen 
und zur Selektion mit Komplettmedium versetzt, dem 15 µg/ml Balsticidin und 50 
µg/ml Hygromycin zugegeben wurden. Die weitere Selektion und das Picken der 
resistenten Klone wurden wie unter Kap.III.2.2.2.2.1 beschrieben durchgeführt. 
Von den einzelnen Klonen wurden Zelllysate hergestellt (Kap.III.2.3.1.1). Durch den 
Vergleich der Expression des Zielproteins mit und ohne Induktion durch Doxycyclin 
(1 µg/ ml) mittels Western Blot (Kap.III.2.3.10) wurde der Klon ermittelt, der ohne 
Induktion die geringste und nach Induktion die stärkste Expression zeigte. Dieser 
wurde zur Durchführung des TAP-Assays genutzt (Kap.III.2.3.6). 
 
2.3 Proteinbiochemische Methoden 
2.3.1 Herstellung von Proteinlysaten 
Um die intrazellulären Proteine eukaryotischer Zellen zu erhalten, muss eine Lyse 
der Zellen durchgeführt werden, bei der im Wesentlichen die Zellmembran 
aufgebrochen wird. 
Als Lysepuffer wurde Lipid-Raft-Puffer verwendet, dem ein Protease-Inhibitor-Mix 
(Roche) in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration beigefügt wurde. Der 
Lysepuffer wurde auf 4°C vorgekühlt. 
2.3.1.1 Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten Zellen 
Die Zellen wurden dem Brutschrank entnommen und auf Eis gesetzt. Nach 
zweimaligem Waschen mit 1xPBS (Invitrogen) wurde eine entsprechende Menge 
vorbereiteten Lysepuffers direkt auf die Zellen pipettiert. Dabei wurde auf eine 100 
mm Kulturschale ein Volumen von 300 µl gegeben und auf eine Schale mit 60 mm 
Durchmesser 100 µl. 
Nach einer Inkubation auf Eis für 15 Minuten wurden die Zellen mechanisch mit 
einem Gummi-Zellschaber abgeschabt und in ein vorgekühltes Eppendorfgefäß 
überführt. Nach weiterer Inkubation bei 4°C für 15 Minuten wurde das Lysat für 10 
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Minuten bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches 
vorgekühltes Eppendorfgefäß überführt, das Pellet wurde verworfen. 
2.3.1.2 Herstellung von Proteinlysaten aus Nierengewebe 
Etwa 0,5 cm3 große bei -80°C gelagerte Stücke des Nierengewebes wurden mit Hilfe 
eines Pistills in einem 2 ml Eppendorfgefäß zu feinem Pulver zermörsert, wobei das 
Reagiergefäß immer wieder in flüssigen Stickstoff getaucht wurde um ein Auftauen 
der Probe zu vermeiden und das Mörsern zu erleichtern. 
Das Pulver wurde anschließend in einem Volumen von 300 µl vorbereitetem 
Lysepuffer aufgenommen und nach kurzem Vortexen für ca. 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurde das Lysat für 10 Minuten bei 4°C und 13.000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand in ein frisches Reagiergefäß überführt, während das 
Pellet verworfen wurde. 
Alle Proteinlysate wurden entweder direkt in die Proteinkonzentrations-Bestimmung 
(Kap.III.2.3.2), die SDS-PAGE (Kap.III.2.3.7) bzw. die CoIP (Kap.III.2.3.5) oder den 
TAP-Assay (Kap.III.2.3.6) eingesetzt oder bei -70°C gelagert. 
Für die Analyse mittels SDS-Page (Kap.III.2.3.7) und anschließendem Western Blot 
(Kap.III.2.3.10) wurde ein Teil der Lysate 1:1 mit 2x-Probenpuffer versetzt und für 5 
Minuten bei 95°C im Heizblock denaturiert. 
Sollten die Proben über ein Tris-Acetat-Gradientengel aufgetrennt und anschließend 
geblottet werden (Kap.III.2.3.7 und Kap.III.2.3.10) so wurden die Lysate in 4x LDS-
Puffer (Invitrogen) gelöst und für 10 Minuten bei 80°C denaturiert. 
2.3.2 Protein-Konzentrationsbestimmung 
Die Bestimmung der Gesamtkonzentration eines Protein-Lysats erfolgte mittels Bio-
Rad-Protein Assay (Bio-Rad), der auf der Bradford-Methode beruht. Das dieser 
Methode zu Grunde liegende Prinzip ist die Tatsache, dass das 
Absorptionsmaximum einer sauren Lösung von Coomassie Brilliant Blau G-250 bei 
der Bindung an Proteine von 465 nm nach 595 nm verschoben wird.  
Für die Messung wurden 200 µl des Bio-Rad-Protein Assay (Bio-Rad) mit 800 µl 
1xPBS verdünnt und mit 3 µl des Protein-Lysats versetzt. Nach anschließendem 
Vortexen erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung. 
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2.3.3 β-Galaktosidase-Assay 
Im Rahmen der Generierung einer stabilen MDCK II-FLP-In-T-REx-Host-Zelllinie 
(Kap.III.2.2.2.2.1) musste unter verschiedenen Zellklonen derjenige ermittelt werden, 
bei dem die FRT-Sequenz im Vergleich zu den anderen Klonen in den genetisch 
aktivsten Bereich stabil integriert wurde. Der stabil integrierte Bereich beinhaltet ein 
lacZ-Zeocin Fusions-Gen, welches neben der Resistenz gegen Zeocin auch für das 
Enzym β-Galaktosidase codiert. Die Aktivität der β-Galaktosidase ist messbar, so 
dass eine Aussage über die Menge an Enzym und somit über die transkriptionelle 
Aktivität der Region, in die die FRT-Sequenz integriert wurde, gemacht werden kann. 
Dazu wurden für jeden Klon aus den Zellen einer 100 mm Kulturschale ein 
Proteinlysat wie unter Kap.III.2.3.1 beschrieben hergestellt, wobei jedoch der 
Lysepuffer durch 1xExtraktionspuffer ersetzt wurde, dem auf ein Volumen von 1 ml 
50 µl DTT (1M) zugegeben wurden. 
Zur Durchführung des eigentlichen β-Galaktosidase-Tests wurden 10 ml Z-Puffer mit 
500 µl ONPG und 35 µl β-Mercaptoethanol versetzt. Je 210 µl des Mixes werden in 
die Löcher einer 96-Well-Platte gegeben und zeitgleich mit je 40 µl des Proteinlysats 
versetzt. Als Negativkontrolle diente das Lysat untransfizierter Zellen und als 
Positivkontrolle wurde das Lysat von mit dem Vektor pCH110 transient transfizierten 
Zellen verwendet. Es erfolgte eine Inkubation unter Schütteln bei 37°C, wobei es 
eine Farbentwicklung von farblos zu gelb zu beobachten ist. Die Auswertung erfolgte 
visuell. 
2.3.4 Zellfraktionierung 
Um eine grobe Aussage über die subzelluläre Lokalisation eines Proteins treffen zu 
können, wurde eine Zellfraktionierung mit dem QProteome Cell Compartment Kit der 
Firma QIAGEN durchgeführt, mit dem eine Auftrennung der Zellbestandteile in 
„Zytosol“, „Membran“, „Kern“ und „Zytoskelett“ vorgenommen werden kann. 
Dabei wird in einem ersten Schritt die Zellmembran durchlöchert, wodurch die 
zytosolischen Zellbestandteile freigesetzt und vom Rest der Zelle durch 
Zentrifugieren abgetrennt werden können. Im zweiten Schritt werden alle 
Membranproteine in Lösung gebracht, sowohl die der Plasmamembran als auch die 
Membranen der Organellen. Nachdem im dritten Schritt alle Kern-Proteine in Lösung 
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gebracht und abgetrennt werden, sind in der letzten Fraktion die Komponenten des 
Zytoskeletts sowie alle „unlöslichen“ Proteine zu finden. 
Ausgangsmaterial für eine Fraktionierung waren die Zellen einer 100 mm 
Kulturschale. 
Die genaue Durchführung ist der Anleitung des Herstellers zu entnehmen. 
Von allen Fraktionen wurden je 10 µl für die Analyse mittels SDS-Page (Kap.III.2.3.7) 
und anschließendem Western Blot (Kap.III.2.3.10) 1:1 mit 2x-Probenpuffer versetzt 
und für 5 Minuten bei 95°C im Heizblock denaturiert. 
2.3.5 Koimmunpräzipitation (CoIP) 
Die Koimmunpräzipitation (CoIP) ist eine Methode zur Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionen. Das zugrunde liegende Prinzip der CoIP ist dabei die indirekte 
Bindung eines Proteins X über ein Protein Y an eine mit einem gegen Protein X 
gerichteten Antikörper bestückte Trägermatrix (Abb.III.4). Als Trägermatrix diente in 
der vorliegenden Arbeit Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Amersham). Protein G 
bindet in diesem Fall die Fc-Region der eingesetzten IgGs. 
 
Abb.III.4 Schematische Darstellung der Koimmunpräzipitation 
Bei der Inkubation der gegen Protein X gerichteten spezifischen Antikörper und dem 
Zelllysat mit der Trägermatrix kommt es zur indirekten Bindung von Protein Y über 
Protein X und über den Antikörper an die Trägermatrix. Durch stringentes Waschen 
werden unspezifische Proteine entfernt. Anschließendes Denaturieren löst die 
Verbindungen zwischen den Proteinen und dem Antikörper wieder. 
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Nach der Cotransfektion der beiden für die zu untersuchenden Proteine codierenden 
Plasmide wurden die Zellen wie unter Kap.III.2.3.1.1 beschrieben lysiert. Während 
der Lyse wurden in drei Eppendorfgefäßen je 30 µl eines Gemischs aus Protein G 
Sepharose 4 Fast Flow (Amersham) und 20%igem Ethanol im Verhältnis 1:1 
vorgelegt und zweimal mit 1xPBS gewaschen, wobei die Sepharose jeweils für 1 
Minute bei 2000 rpm bei RT zentrifugiert wurde. Anschließend erfolgte eine 
Vorinkubation der Sepharose mit dem entsprechenden Antikörper in einem Volumen 
von 500 µl 1xPBS für eine Stunde bei 4°C im Überkopfschüttler. Die Mengen der 
eingesetzten Antikörper sind der Tab.III.11 zu entnehmen. Dabei wurde in je einem 
Eppendorfgefäß der Antikörper gegen Protein X bzw. der Antikörper gegen Protein Y 
eingesetzt. Bei dem dritten Ansatz handelt es sich um die Negativkontrolle. Hier 
wurden unspezifische IgGs aus Maus-Serum (Sigma-Aldrich) eingesetzt, die weder 
Protein X noch Protein Y binden sollten. 
 
Antikörper Spezies Konzentration 
eingesetzte Menge 
pro CoIP- Ansatz 
Anti-HA Maus 5 - 7 µg/µl 0,5 µl 
Anti-HIS Maus 0,1 µg/µl 5 µl 
Anti-myc Maus 0,4 µg/µl 2,5 µl 
Anti-GFP Maus 0,4 µg/µl 2,5 µl 
Serum-IgG Maus 7,2 µg/ µl 0,5 µl 
Tab.III.11 Für die CoIP verwendete Antikörper  
 
Nach der Vorinkubation wurde die Sepharose erneut wie oben beschrieben 
zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Proteinlysat zu gleichen Teilen 
auf die drei Ansätze verteilt, nachdem 10 µl des Lysats für eine Expressionskontrolle 
abgenommen wurden. Nach einer weiteren Inkubation bei 4°C im Überkopfschüttler, 
wahlweise für 2-4 Stunden oder ÜN, wurde nach einer Zentrifugation bei RT für eine 
Minute und bei 2000 rpm der Überstand entfernt. Anschließend folgte ein dreimaliges 
Waschen mit je 1 ml 1xPBS bzw. Lipid Raft-Puffer. Abschließend wurden die Proben 
für die SDS-PAGE vorbereitet. Dafür wurde die Sepharose bzw. die 
Expressionskontrolle zu gleichen Teilen mit 2x-Probenpuffer versetzt und bei 95°C 
für 5 Minuten im Heizblock denaturiert. 
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Um einen Hinweis darauf zu erhalten ob ein Protein X zeitgleich mit 2 weiteren 
Proteinen interagiert wurde eine „Tripel-CoIP“ durchgeführt, bei der 3 Konstrukte zu 
gleichen Teilen transfiziert wurden, das Lysat jedoch nur auf zwei Reaktionsgefäße 
aufgeteilt wurde. Eines der Reaktionsgefäße beinhaltete dabei Sepharose gekoppelt 
mit IgGs aus Maus-Serum als Negativkontrolle und das andere war mit dem 
Antikörper gegen Protein X versehen. Das weitere Verfahren entspricht dem oben 
beschriebenen. 
2.3.6 Tandem Affinity Purification (TAP)-Assay 
Neben der Koimmunpräzipitation (CoIP) ist die Tandem Affinity Purification (TAP) 
eine weitere Methode um Protein-Protein-Interaktionen näher zu untersuchen bzw. 
unbekannte Interaktoren zu identifizieren und anzureichern. 
Im Gegensatz zur CoIP erfolgen bei der TAP jedoch zwei Aufreinigungen 
hintereinander über ein Doppel-Epitop-Tag, wodurch es zu einer Erhöhung der 
Spezifität im Hinblick auf die Interaktion kommt. In der vorliegenden Arbeit bestand 
das verwendete Doppel-Epitop-Tag, mit dem das Zielprotein versehen wurde, aus 
einem terminal gelegenen S. aureus-Protein A (ProtA)-Anteil sowie einem an das 
Zielpeptid anknüpfenden Calmodulin-Bindepeptid (CBP). Verbunden wurden die 
beiden Einzel-Tags durch eine Schnittstelle für eine spezifische Protease aus dem 
Tobacco Etch Virus (TEV). Der Aufbau des Doppel-Epitop-Tags sowie der 
methodische Ablauf der TAP ist der Abb.III.5 zu entnehmen. 
Im ersten Aufreinigungsschritt bindet das Zielprotein über den ProtA-Anteil an IgG-
gekoppelte Sepharose. Durch Zugabe der TEV-Protease wird der ProtA-Anteil 
abgetrennt und der das Zielprotein enthaltende Überstand wird auf CAM-Sepharose 
überführt, wobei eine Bindung des Zielproteins über das Calmodulin-Bindepeptid an 
die Sepharose stattfindet. Nach wiederholtem Waschen wird das Zielprotein mit den 
gebundenen Interaktoren eluiert und steht für weitere Untersuchungen zur 
Verfügung. 
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Abb.III.5 Schematische Darstellung der Tandem Affinity Purification (TAP) 
Das mit dem aus einem Calmodulin-Bindungsprotein (CBP), einer Schnittstelle für die 
TEV-Protease und Protein A (ProtA) bestehenden Tag versehene Zielprotein wird 
zusammen mit dem Zelllysat mit IgG-Sepharose inkubiert. Nach dem Abspalten des 
an die IgG-Sepharose gebundenen ProtA-Anteils erfolgt die zweite 
Affinitätsaufreinigung durch Bindung an die CAM-Sepharose. Anschließend wird das 
Zielprotein mit den gebundenen Interaktionspartnern eluiert und steht für weitere 
Untersuchungen zur Verfügung. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der TAP-Assay genutzt, um potentielle 
Interaktionspartner von Polyductin zu identifizieren. Dafür war es von Vorteil, ein 
möglichst natürliches Expressionsniveau zu erreichen, um eine falsch-positive 
Interaktion mit nicht-physiologischen Interaktoren zu vermeiden. Deshalb wurde eine 
stabile Transfektion der transienten vorgezogen (Kap.III.2.2.2). Als Zelllinie für die 
stabile Transfektion diente die HEK293-Flp-In-T-REx-Host-Zelllinie. 
Bei der Durchführung des TAP-Assays wurde darauf geachtet, das Proteinlysat stets 
auf Eis zu halten. Alle Puffer und Reagenzien wurden bei 4°C vorgekühlt. Alle 
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Zentrifugationsschritte, bei denen die Probe Sepharose beinhaltete, erfolgten bei 4°C 
und 2000 rpm für 2 Minuten. Die Expression des Zielproteins wurde durch die 
Zugabe von 1 µl Doxycyclin (1 µg/ml) zu den Zellen einer 100 mm Kulturschale 
induziert, wenn die Zellen eine Dichte von ca. 70% erreicht hatten. Nach einer 
Expressionsdauer von ca. 12 Stunden erfolgte die Lyse der Zellen wie unter 
Kap.III.2.3.1.1 beschrieben. Das Lysat wurde zu der IgG-Sepharose gegeben (10 µl 
IgG-Sepharose/ 300 µl Lysat), die zuvor zweimal mit dem 20-fachen Volumen 
Lysepuffer gewaschen wurde. Es folgte eine Inkubation im Überkopfschüttler bei 4°C 
für eine Stunde. Anschließend wurde die Probe abzentrifugiert und der Überstand 
wurde zur Analyse abgenommen und verwahrt. Die IgG-Sepharose wurde zweimal 
dem 20-fachen Volumen an TEV-Puffer gewaschen. Anschließend wurde die IgG-
Sepharose mit 48 µl TEV-Puffer, dem 2 µl TEV-Protease zugegeben worden waren, 
für zwei Stunden bei 4°C im Thermomixer unter Schütteln (1100 rpm) inkubiert. 
Währenddessen wurden in einem weiteren Eppendorfgefäß CAM-Sepharose in 
gleichem Volumen wie zuvor IgG-Sepharose vorgelegt und zweimal mit dem 20-
fachen Volumen CAM-Bindungspuffer gewaschen. Nach der TEV-Proteolyse wurde 
die IgG-Sepharose abzentrifugiert und der Überstand in ein leeres Eppendorfgefäß 
überführt. Ein Aliquot des Überstandes wurde verwahrt. Die IgG-Sepharose wurde 
mit dem 3-fachen Volumen CAM-Bindungspuffer (bezogen auf das TEV-Eluat) 
versetzt und durch Invertieren gemischt. Der nach erneutem Zentrifugieren erhaltene 
Überstand wurde mit dem ursprünglichen TEV-Eluat vereinigt und mit 1/200 CaCl2 (1 
M) versetzt. Ein Aliquot der IgG-Sepharose wurde zur Analyse verwahrt. Nach einem 
erneuten Abzentrifugieren des TEV-Eluats zur Entfernung von IgG-Sepharose-
Resten wurde der Überstand auf die vorbereiteten CAM-Sepharose überführt. Es 
erfolgte eine Inkubation auf dem Thermomixer bei 1100 rpm und 4°C für 90 Minuten. 
Anschließend wurde die Probe abzentrifugiert und der Überstand wurde zur Analyse 
abgenommen und verwahrt. Die CAM-Sepharose wurde zweimal mit dem 20-fachen 
Volumen CAM-Waschpuffer gewaschen und im Anschluss 2-fachen Volumen CAM-
Elutionspuffer (bezogen auf die CAM-Sepharose) resuspendiert. Nach einer 20-
minütigen Inkubation im Thermomixer bei 1100 rpm und 4°C wurde die CAM-
Sepharose erneut zentrifugiert und das finale Eluat wurde in ein frisches 
Eppendorfgefäß überführt. Ein Aliquot der CAM-Sepharose wurde zur Analyse 
verwahrt. 
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Jeder TAP-Assay mit dem Zielprotein wurde im Parallelansatz mit einer Kontrolle 
durchgeführt, bei der die HEK293-FlpIn-T-REx-C-TAP-Zelllinie verwendet wurde. 
Von jeder Fraktion wurden gleiche Volumen-Prozente zur Analyse mittels SDS-Gel 
(Kap.III.2.3.7) und anschließendem Western Blot (Kap.III.2.3.10) bzw. Silbergel-
Analyse (Kap.III.2.3.9) zu gleichen Teilen mit 2x-Ladepuffer versetzt. 
Mittels Western Blot erfolgte die Kontrolle der erfolgreichen Expression mit 
unspezifischen anti-Maus-IgGs (anti-IgG mm), mit denen der ProtA-Anteil des TAP-
Tags detektiert werden konnte. Da nach der Proteolyse der ProtA-Anteil abgespalten 
war und kein spezifischer Antikörper gegen den klonierten Teil von Polyductin vorlag 
wurde das finale Eluat auf das Vorhandensein des Zielproteins mittels Silberfärbung 
untersucht. 
Um eine massenspektrometrische Analyse des finalen Eluats durchzuführen, wurde 
der TAP-Assay in großem Maßstab in Kooperation mit der AG Lüscher (Institut für 
Biochemie, UK Aachen) durchgeführt. Dafür wurden die Zellen in einem sog. Spinner 
als Suspensionszellen in einem Volumen von 1,5 l kultiviert und in Volumina von je 
500 ml bei 1000 rpm für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden zweimal 
mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und anschließend in 15 ml Lysepuffer pro 500 ml 
Ausgangskultur resuspendiert und für 30 Minuten auf Eis lysiert. Die weiteren 
Schritte erfolgten wie oben beschrieben. 
Bei der Massenspektrometrie wird die Masse von Molekülen aufgrund ihrer Ladung 
bestimmt, anhand derer Rückschlüsse auf das Molekül selbst gezogen werden 
können. Zur massenspektrometrischen Analyse wurde das finale Eluat über ein SDS-
Gel aufgetrennt (Kap.III.2.3.7) und anschließend mittels Coomassie-Blue gefärbt 
(Kap.III.2.3.8). Um mögliche Kontaminationen mit Keratinen zu vermeiden wurde mit 
Millipore-Wasser gearbeitet und alle Lösungen wurden steril filtriert. Das Gel wurde in 
Folie eingeschweißt und anschließend an eine kooperierende Einrichtung (David W. 
Litchfield; University of Ontario, London, Canada), in der die massen-
spektrometrische Analyse durchgeführt wurde, versandt. 
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2.3.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach der Methode 
von Lämmli verfahren [60], bei der mit einem diskontinuierlichen System aus zwei 
Gelen, einem Trenngel (unten) und einem Sammelgel (oben) gearbeitet wird. Die 
beiden Gele unterscheiden sich hinsichtlich ihres pH-Werts, der Ionenstärke und 
ihres Vernetzungsgrads. Das Sammelgel dient zur Konzentrierung der Proben, die 
dann anschließend im Trenngel ihrer molekularen Größe nach aufgetrennt werden. 
Die SDS-Page wurde mit dem SE 266 Mighty Small II-System der Firma Hoefer 
durchgeführt.  
Es wurden 4%-Sammelgele und 10-, 12- und 15%- Trenngele verwendet. Die 
Geldicke betrug jeweils 1,5 mm. 
 
Zusammensetzung von 6 ml Sammelgel 
30% Acrylamid/Bisacrylamid 0,8 ml 
4x Sammelgel-Puffer  1,5 ml 
A.dest.    3,7 ml 
 
Kurz vor dem Gießen hinzufügen: 
TEMED  6 µl 
APS (20%)  16,2 µl 
 
Zusammensetzung von 12 ml Trenngel 
10%: 
30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 4,1 ml 
8x Trenngel-Puffer    1,5 ml 
A.dest.     6,4 ml 
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12%: 
30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 4,9 ml 
8x Trenngel-Puffer    1,5 ml 
A. dest.     5,6 ml 
 
15%: 
30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)  6,1 ml 
8x Trenngel-Puffer    1,5 ml 
A. dest.     4,4 ml 
 
Kurz vor dem Gießen hinzufügen: 
TEMED  6 µl 
APS (20%)  30 µl 
 
Die Gelträger, bestehend aus einer Glasplatte und einer Platte aus Aluminiumoxid, 
wurden mit zwei Abstandhaltern gemäß den Herstellerangaben zusammengebaut. 
Zuvor wurden die Platten je einmal mit Ethanol (70%) und A. dest. gewaschen, um 
eventuelle Verunreinigungen durch Fremdproteine zu vermeiden. Das nach oben 
stehenden Angaben angesetzte Trenngel wurde kurz nach der Zugabe des 
Radikalstarters APS und des Polymerisations-Katalysators TEMED zwischen die 
beiden Platten gegossen und sofort mit Isopropanol überschichtet. Dadurch wurden 
Luftblasen entfernt und eine ebene Geloberfläche geschaffen. Nach einer Inkubation 
von ca. 10 Minuten bei 50°C im Wärmeschrank wurde das Isopropanol abgeschüttet 
und es erfolgte ein mehrmaliges Ausspülen mit A. dest. Die Komponenten des 
Sammelgels wurden nach obenstehenden Angaben vermischt und zur 
Überschichtung des Trenngels genutzt. In das Sammelgel wurde ein Kamm 
eingesteckt, um Taschen für das Auftragen der Proben zu erhalten. Nach dem 
vollständigen Auspolymerisieren, das für ca. 15 Minuten bei RT ablief, wurde das Gel 
in die Gelkammer eingesetzt und die obere und untere Pufferkammer wurden mit 
Laufpuffer befüllt. Der Kamm wurde aus dem Sammelgel entfernt. 
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Anschließend folgte das Auftragen der Proben. Um die Größe der Proteine 
abschätzen zu können, wurde zusätzlich ein Größenstandard (Fermentas) 
aufgetragen. 
Die Proben wurden bei einer Spannung von 60 V in das Gel einlaufen gelassen. 
Dann wurde die Spannung auf 200 V erhöht. Erreichte die Bromphenolblau-Bande 
des Ladepuffers den unteren Rand des Trenngels wurde die Elektrophorese 
gestoppt. 
In einigen Fällen wurden kommerziell erworbene vorgegossene Gradientengele der 
Firma Invitrogen verwendet um große Proteine darstellen zu können. Dabei handelte 
es sich Tris-Acetat-Gele, die einen Gradienten von 3-8% aufwiesen. Diese Gele 
wurden in Tris/Acetat-Laufpuffer in die XCell SureLoc Mini-Cell-Gelkammer der Firma 
Invitrogen eingespannt. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei RT für eine Stunde 
bei Spannung von 150 Volt.  
2.3.8 Coomassie-Färbung von Proteinen 
Die Coomassie-Färbung erlaubt den unspezifischen Nachweis von Proteinen in 
einem SDS-Gel ab einer Protein-Konzentration von 100 ng. Die Färbung erfolgt 
durch die Bindung der blauen Coomassie-Reagenz an kationische und hydrophobe 
Aminosäurereste. 
Die folgenden Inkubationsschritte erfolgten in einer Plastikschale auf einem 
Flachbrettschüttler bei RT. 
Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte die Inkubation des Gels in Färbelösung für 
eine Stunde. Entfärbt wurde in Entfärbelösung ÜN, wobei die Lösung zu Beginn 
mehrmals gewechselt wurde. Das Gel wurde im Anschluss in Folie eingeschweißt 
und zur massenspektrometrischen Analyse verschickt (vgl. Kap.III.2.3.6) 
2.3.9 Silberfärbung von Proteinen 
Bei der Silberfärbung macht man sich die Tatsache zu nutze, dass Proteine in einem 
SDS-Gel nach vorangegangener Fixierung mittels Silbernitrat angefärbt werden 
können. Die Silberionen lagern sich dabei an die Proteine an und werden durch die 
Zugabe von Formaldehyd reduziert, wodurch ein brauner bis schwarzer Niederschlag 
entsteht. 
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Da bei der Silberfärbung die Proteine unterschiedlich stark gefärbt werden, lässt sich 
mit dieser Methode keine quantitative Aussage treffen. Außerdem werden neben 
Proteinen auch Nukleinsäuren und Lipide angefärbt. Jedoch ist die Silberfärbung von 
Proteinen deutlich sensitiver als die Coomassie-Färbung, da die Nachweisgrenze für 
die Detektion von Proteinen deutlich niedriger ist (5-30 ng). 
Alle folgenden Schritte wurden in einer Aluminiumschale auf einem 
Flachbrettschüttler bei RT durchgeführt, sofern nicht anders angegeben. Es wurde 
darauf geachtet, dass das SDS- Gel stets gut mit Flüssigkeit bedeckt war. 
Das Gel wurde nach dem Lauf zunächst für 30 Minuten in Fixierlösung fixiert, worauf 
eine Inkubation in Waschlösung für zweimal 20 Minuten erfolgte. Dann wurde das 
Gel dreimal für je 2 Minuten mit A. dest gewaschen und anschließend für 20 Minuten 
in selbigem inkubiert. Nach einer 2-minütigen Inkubation in Sensibilisierungslösung 
wurde das Gel sofort viermal mit A. dest gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit 
eiskalter Silberlösung auf Eis für 30 Minuten. Im Anschluss wurde die Silberlösung 
verworfen und das Gel sofort dreimal mit A. dest gespült. Zum Entwickeln wurde 
nach einem Wechsel der Schale dem Gel Entwicklerlösung zugegeben, die bei 
einem Farbumschlag der Lösung ins Gelbliche durch frische ersetzt wurde. Das Gel 
wurde so lange entwickelt bis eine visuelle Auswertung erfolgen konnte. Zu diesem 
Zeitpunkt wurde die Reaktion durch die Zugabe von Stopplösung unterbrochen. 
2.3.10 Western Blot 
Den Transfer von Proteinen aus einer Gelmatrix auf eine Trägermembran über ein 
elektrisches Feld bezeichnet man als Western Blot [61]. Die Proteine werden 
dadurch immobilisiert und stehen für weitere Versuche, z.B. deren immunologischen 
Nachweis (Kap.III.III2.3.11.1) zur Verfügung. 
In der vorliegenden Arbeit wurde für Proteine mit einer Größe von bis zu 100 kDa das 
Semidry-Blotsytem Fastblot B34 der Firma Biometra verwendet. 
Geblottet wurde unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems auf eine 
Nitrozellulose-Membran, deren Größe den Maßen des Gels entsprach (7 x 8 cm). Die 
Membran wurde vor Versuchsbeginn zusammen mit 2 Lagen Whatman-Papier der 
gleichen Größe für etwa 10 Minuten in Anodenpuffer II inkubiert. Je 5 Lagen 
Whatman-Papier der entsprechenden Größe wurden in Anodenpuffer I bzw. 
Kathodenpuffer getränkt. Es erfolgte die Schichtung der einzelnen Komponenten 
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(Abb.III.6), wobei darauf geachtet wurde, dass sich keine Luftblasen zwischen den 
einzelnen Schichten befanden. Anschließend wurde die Blotkammer mit einem 
Gewicht von 2 kg beschwert. Der Transfer verlief bei einer Spannung von 300 mA 
über 15 Minuten bei RT. 
 
Abb.III.6 Prinzipieller Aufbau des Blot-Sandwiches bei Verwendung eines 
diskontinuierlichen Puffersystems 
(verändert nach: Whatman Biometra Fastblot Handbuch, 2007) 
 
Zur Übertragung von Proteinen mit einer Größe von mehr als 100 kDa wurde das 
TankBlot-System der Firma Invitrogen (XCell SureLock Mini-Cell with XCell II Blot 
Module Kit) verwendet. Zunächst wurden alle Komponenten (4 Lagen Whatman- 
Papier, 2 Schwämme, das Gel sowie die Nitrozellulose-Membran) 10 Minuten in Blot-
Puffer inkubiert Anschließend erfolgte der Zusammenbau des Blot-Sandwichs nach 
Angaben des Herstellers und das Einspannen in die Blotkammer. Diese wurde 
abschließend vollständig mit Blot-Puffer gefüllt. Der Transfer erfolgte für etwa 16 
Stunden bei 4°C und 25 mA. 
 
Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran kurz in Waschpuffer gewaschen. 
Anschließend wurde die Transfereffizienz mit Ponceau-S überprüft, welches 
unspezifisch Proteine jeglicher Größe anfärbt. Dazu wurde die Membran für 5 
Minuten bei RT in 1x Ponceau-S inkubiert. 
2.3.11 Immundetektion 
Unter einer immunologischen Detektion versteht man den spezifischen Nachweis von 
Proteinen mittels Antikörpern. Ein primärer Antikörper erkennt dabei eine spezifische 
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Peptidsequenz und bindet diese. Ein sekundärer Antikörper wiederum erkennt in 
Abhängigkeit von der Spezies den primären Antikörper (Abb.III.7). 
 
 
Abb.III.7 Schema der Immundetektion bei der Immunfluoreszenz und im 
Anschluss an einen Western Blot 
Der ein Antigen spezifisch erkennende primäre Antikörper wird seinerseits von einem 
sekundären Antikörper erkannt. Dieser sekundäre Antikörper ist in der vorliegenden 
Arbeit im Falle der Immunfluoreszenz mit einem Farbstoff markiert, der bei Anregung 
mit Licht einer bestimmten Wellenlänge Licht einer spezifischen längeren Wellenlänge 
emittiert. Für die Immundetektion im Anschluss an einen Western Blot ist der 
sekundäre Antikörper mit einem Enzym namens Horseradish Peroxidase (HRP) 
gekoppelt, welches eine Reaktion katalysiert, durch die es letztendlich ebenfalls zu 
einer Emission von Licht kommt (Chemilumineszenz). 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Immundetektion einerseits zum Nachweis von 
Proteinen auf einer Nitrozellulose-Membran im Anschluss an einen Western Blot 
genutzt. Dabei ist der sekundäre Antikörper mit dem Enzym Horseradish Peroxidase 
(HRP) gekoppelt, welches in der Lage ist, das Substrat Wasserstoffperoxid 
umzusetzen und dadurch in einer anschließenden Reaktion Luminol oxidiert werden 
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kann, wodurch eine intensive Chemilumineszenz entsteht. Die Detektion der 
Chemilumineszenz erfolgt durch das Auflegen eines Röntgenfilms. 
Daneben wurde das Prinzip der immunologischen Detektion im Rahmen der 
Immunfluoreszenz genutzt. Hierbei ist der sekundäre Antikörper mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, der bei einer Anregung mit Licht einer bestimmten 
Wellenlänge Licht einer spezifischen Wellenlänge emittiert. Dieses Licht kann dann 
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops detektiert werden. 
2.3.11.1 Immundetektion im Anschluss an den Western Blot 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Nitrozellulose nach der Inkubation in Ponceau-S 
(Kap.III.2.3.10) mit Waschpuffer gründlich gewaschen und anschließend für 1 Stunde 
bei RT in Blockierungspuffer schüttelnd inkubiert, um unspezifische Bindungen der 
Antikörper in den folgenden Schritten zu minimieren. Nach dem Blocken wurde die 
Membran gründlich mit Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation mit dem primären 
Antikörper erfolgte ÜN bei 4°C und unter Schütteln in einem Volumen von 10 ml 
Waschpuffer. Zusätzlich wurden die verdünnten primären Antikörper mit 0,09% 
Natrium-Azid versetzt, um ihre Haltbarkeit für den mehrmaligen (bis zu 5x) Gebrauch 
zu verbessern. Nach Entfernen des primären Antikörpers und dreimaligem kurzen 
Waschen mit Waschpuffer wurde die Membran für 30 Minuten mit dem sekundären 
Antikörper in 10 ml Waschpuffer bei RT geschüttelt. Es folgten 3 kurze Waschschritte 
und 3 Waschschritte für je 5 Minuten bei RT und unter Schütteln. 
Die Konzentrationen der in der Immundetektion verwendeten Antikörper sind der 
Tab.III.12 zu entnehmen. 
Nach Abschütten der Waschlösung wurde die Membran mit einem Volumen von 1 ml 
selbst hergestellter Chemilumineszenz-Lösung für 1 Minute benetzt und 
anschließend zwischen zwei Plastikfolien gebracht, wobei der Großteil der 
Flüssigkeit durch Herauspressen entfernt wurde. Anschließend erfolgte die Detektion 
durch Auflegen der Membran auf einen Röntgenfilm.  
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Antikörper Spezies Konzentration Verdünnung 
Anti-HA Kaninchen 1 µg/µl 1:3000 
Anti-HIS Kaninchen 1 µg/µl 1:3000 
Anti-myc Kaninchen 0,4 µg/µl 1:500 
Anti-GFP Kaninchen 0,2 µg/µl 1:1000 
IZ-4- rb1 Kaninchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:5000 
IZ-4- rb2 Kaninchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
Gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:5000 
IZ-4-gp1 Meerscheinchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:3000 
IZ-4-gp2 Meerscheinchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:3000 
IZ-CTerm-rb1 Kaninchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:5000 
IZ-CTerm-rb2 Kaninchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:5000 
IZ-CTerm-gp1 Meerscheinchen 
(Prä-) Immunserum (k. A.) 
gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:500 
1:1000 
Anti-mouse 
Immunoglobulins/HRP 
Ziege 1 µg/µl 1:3000 
Anti-rabbit 
Immunoglobulins/HRP 
Ziege 0,25 µg/µl 1:3000 
Anti-guinea pig 
Immunoglobulins/HRP 
Kaninchen 1,3 µg/µl 1:5000 
Tab.III.12 Zur immunologischen Detektion im WB verwendete primäre und 
sekundäre Antikörper und die verwendeten Verdünnung 
 
2.3.11.2 Immundetektion im Rahmen der Immunfluoreszenz 
Bei der Immunfluoreszenz werden Proteine direkt in fixierten Zellen nachgewiesen, 
so dass eine Aussage über die intrazelluläre Lokalisation des entsprechenden 
Proteins getroffen werden kann. 
Dazu wurden die auf Deckgläschen in 24-Well-Platten kultivierten und ggf. transient 
transfizierten (Kap.III.2.2.2.1) Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen und 
anschließend mit eiskaltem Methanol (absolut, bei -20°C gelagert) für 8 Minuten bei 
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4°C fixiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen wurden die Zellen für 30 Minuten 
bei RT in Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikörper 
zu reduzieren. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem primären Antikörper, die 
bei RT für 1 Stunde erfolgte. Dafür wurde der jeweilige Antikörper in einem Volumen 
von 20 µl in einer feuchten Kammer auf eine Plastikfolie aufgebracht und das 
Deckglas mit der Zellseite nach unten aufgelegt. Nach kurzem Waschen der 
Deckläschen in 1xPBS wurde die Inkubation mit dem sekundären Antikörper nach 
dem gleichen Schema durchgeführt wie für den primären Antikörper beschrieben. 
Die Konzentrationen der in der Immunfluoreszenz verwendeten primären und 
sekundären Antikörper sind der Tab.III.13 zu entnehmen. 
 
Antikörper Spezies Konzentration Verdünnung 
Anti-acetyliertes α-
Tubulin 
Maus 1,1 µg/µl 1:800 
Anti-BBS2 Maus 0,25 µg/µl 1:100 
Anti-BBS7 Ziege 0,2 µg/µl 1:200 
Anti-E-Cadherin Ratte 4 µg/µl 1:600 
Anti-γ-Tubulin Maus 2,2 µg/µl 1:500 
Anti-Golgin97 Maus 0,2 µg/µl 1:100 
Anti-HA Maus 5-7 µg/µl 1:400 
Anti-HA Kaninchen 1 µg/µl 1:400 
Anti-HIS Maus 0,1 µg/µl 1:400 
Anti-HIS Kaninchen 1 µg/µl 1:400 
Anti-myc Maus 0,4 µg/µl 1:400 
Anti-PCM1 Maus 1 µg/µl 1:100 
Anti-PDI Maus k.A. 1:500 
Anti-Rab8 Maus 0,25 µg/µl 1:800 
IZ-4-rb1 Kaninchen 
(Präimmun-) Serum (k. A.) 
Gereinigter Antikörper (k. A.) 
1:400 
1:500 
IZ-4-rb2 Kaninchen Gereinigter Antikörper (k. A.) 1:500 
IZ-4-gp1 Meerschweinchen Gereinigter Antikörper (k. A.) 1:500 
IZ-4-gp2 Meerschweinchen Gereinigter Antikörper (k. A.) 1:500 
IZ-CTerm-rb1 Kaninchen Gereinigter Antikörper (k. A.) 1:500 
IZ-CTerm-rb2 Kaninchen Gereinigter Antikörper (k. A.) 1:500 
IZ-CTerm-gp1 Meerschweinchen Gereinigter Antikörper (k. A.) 1:500 
AlexaFluor488 anti-
Kaninchen 
Ziege 2 µg/µl 1:300 
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Antikörper Spezies Konzentration Verdünnung 
AlexaFluor488 anti-
Maus 
Ziege 2 µg/µl 1:300 
AlexaFluor488 anti-
Meerschweinchen 
Ziege 2 µg/µl 1:400 
AlexaFluor488 anti-
Ratte 
Ziege 2 µg/µl 1:300 
AlexaFluor555 anti-
Kaninchen 
Esel 2 µg/µl 1:800 
AlexaFluor555 anti-
Maus 
Esel 2 µg/µl 1:800 
AlexaFluor555 anti-
Ziege 
Esel 2 µg/µl 1:600 
Tab.III.13 Zur immunologischen Detektion in der Immunfluoreszenz genutzte primäre 
und sekundäre Antikörper und die jeweils angewendete Verdünnung 
 
Abschließend wurden die Zellen jeweils kurz in 1xPBS und A. dest. gewaschen bevor 
sie in einem Volumen von 8 µl Mowiol -Eindeckmedium auf einem Objektträger fixiert 
wurden. Die Trocknung erfolgte bei RT ÜN, die anschließende Lagerung im Dunkeln 
bei 4°C. 
 
3 Patientenkollektiv 
Aufgrund der Patienten-Daten der letzten Jahre konnte für die ARPKD eine 
überzeugende Genotyp-Phänotyp-Korrelation dahingehend beschrieben werden, 
dass ein Patient mit zwei zum Kettenabbruch führenden Mutationen die Peri-
/Neonatal-Periode nicht überlebt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nun vier 
homozygote trunkierende Mutationen charakterisiert, die nicht zur Ausprägung des 
schweren Phänotyps führen und sich somit zur oben genannten Genotyp-Phänotyp-
Korrelation diskordant verhalten. 
Zur näheren Untersuchung der möglichen Auswirkung dieser trunkierenden 
Mutationen auf das Spleißverhalten und/ oder auf das Expressionslevel des PKHD1-
Gens wurde auf Patientenmaterial zurückgegriffen. Zur Herstellung von 
Minigenkonstrukten wurde die DNA der von der Mutation betroffenen Patienten 
verwendet. Bei einem Patienten war Nierengewebe asserviert worden, so dass die 
Möglichkeit bestand, RNA sowie Proteine aus dem betroffenen Gewebe zu isolieren. 
 Material, Methoden und Patientenkollektiv 82 
 
Im Folgenden sind die Familien in Abhängigkeit von der vorliegenden Mutation mit 
einer kurzen Beschreibung der klinischen Umstände aufgeführt. 
 
3.1 Familie 719: Homozygotie für c.3306delT (p.Tyr1102X) 
Bei der Indexpatientin der Familie 719 handelt es sich um ein im Januar 2003 
geborenes Mädchen türkischer Abstammung. Eine Konsanguinität der Eltern wurde 
verneint. Bereits pränatal zeigten sich Anzeichen einer „Potter-Sequenz“, nach der 
Geburt wurde das Kind wegen chronischer Niereninsuffizienz und arterieller 
Hypertension behandelt. Im Alter von 7 Monaten fand eine beidseitige Nephrektomie 
statt. Nach anfänglicher Peritonealdialyse wurde der Patientin Anfang 2006 eine 
Niere der Mutter transplantiert. Familienanamnestisch war ein Geschwisterkind 
wegen polyzystischer Nieren totgeboren, ein Geschwisterkind ist gesund. 
Molekulargenetisch ließ sich bei der Patientin auf beiden elterlichen Allelen die 
Mutation c.3306delT (p.Tyr1102X) in Exon 29 des PKHD1–Gens nachweisen. Diese 
Nonsense-Mutation, die theoretisch zu einem verfrühten Abbruch der 
Proteinsynthese führt, wurde bereits bei 2 anderen Patienten identifiziert. In einem 
Fall liegt die Mutation im heterozygoten Zustand vor, wobei die zweite Mutation nicht 
gefunden wurde. Der klinische Verlauf dieses Patienten ist relativ mild. Ein anderer 
Patient ist wie unser Fall homozygot für die Mutation c.3306delT, jedoch zeigte sich 
hier im Gegensatz zu unserer Patientin ein schwererer Phänotyp mit perinatalem Tod 
des Kindes. 
 
3.2 Familie 153 und 259: Homozygotie für c.7215delG (p.Gln2405fs) 
Bei den Patienten aus den Familien 153 und 259 (geboren 1995 bzw. 1988) handelt 
es sich jeweils um Kinder blutsverwandter Eltern. Während der Ultraschall bei den 
jeweiligen Eltern sowie gesunden Geschwistern unauffällig war, zeigten sich bei den 
Betroffenen vergrößerte polyzystische Nieren. Bei dem Patienten aus Familie 259 
fand im Alter von 7 Jahren eine Nierentransplantation statt. 
Bei beiden Patienten wurde die homozygote Mutation c.7215delG (p.Gln2405fs) in 
Exon 45 des PKHD1-Gens identifiziert. Dabei handelt es sich um eine trunkierende 
Mutation, die bislang in keiner anderen Familie beschrieben wurde. Inwieweit dieser 
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Mutation ein Founder-Effekt zugrunde liegt, kann bislang nicht sicher beantwortet 
werden. 
 
3.3 Familie 730: Homozygotie für c.2131_2132insTA (p.N711X) 
Das betroffene Mädchen in Familie 730 ist 2004 geboren und türkischer 
Abstammung, die Eltern sind konsanguin. Bereits pränatal zeigten sich im Ultraschall 
vergrößerte Nieren sowie ein Fruchtwassermangel. Aufgrund der vorliegenden 
Niereninsuffizienz erfolgte als Nierenersatztherapie eine Dialyse. Eine Nephrektomie 
wurde zeitnah durchgeführt, bei der Gewebe zu Diagnose- und Forschungszwecken 
asserviert wurde. 2006 wurde eine Lebertransplantation, 2007 eine 
Nierentransplantation rechts nach Versagen der Peritonealdialyse durchgeführt. 
Bei der Patientin konnte die bislang nicht in der Literatur beschriebene homozygote 
trunkierende Mutation c.2130_2311insTA (p.N711X) in Exon 21 des PKHD1-Gens 
identifiziert werden. 
 
3.4 Familie 64000: Homozygotie für c.11538dupT (p.Ala3847fs) 
Bei diesem Fall handelt es sich um einen Patienten, dessen Diagnostik nicht im 
eigenen Institut durchgeführt wurde, so dass keine Befunde mit Aussagen über die 
Klinik vorliegen. Die betroffene Familie ist 2005 in einem Artikel von M. Losekoot 
beschrieben worden [15]. Es handelt sich um ein Kind marokkanischer Abstammung, 
welches die Neonatalperiode überlebte und zum Zeitpunkt des Erscheinens des 
Artikels zwei Jahre alt war und der Phänotyp somit als moderat eingestuft wurde. 
Es wurde die homozygote zum Kettenabbruch führende Mutation c.11538dupT 
(p.Ala3847fs) in Exon 65 des PKHD1-Gens identifiziert. 
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IV Ergebnisse 
Es ist zu beachten, dass sich die Arbeit aus zwei Hauptthemen zusammensetzt. Zum 
einen erfolgte die molekulargenetische Untersuchung und Charakterisierung von bei 
Patienten beschriebenen trunkierenden Mutationen im PKHD1-Gen auf Transkript- 
bzw. auf Proteinebene, andererseits wurden Methoden zur Charakterisierung von 
Bindungs- bzw. Interaktionspartnern des PKHD1-Proteins Polyductin angewendet. 
Zudem wurden Antikörper gegen den C-Terminus von Polyductin generiert, die zum 
Teil in den Versuchen zur Mutations-Charakterisierung und Protein-Interaktion 
Verwendung fanden. Daher werden die Etablierungsergebnisse der gegen 
Polyductin generierten Antikörper sowie deren Einsatz in der Immunfluoreszenz zu 
Beginn dieses Abschnitts geschildert. 
Im darauf folgenden Abschnitt wird auf die Resultate aus den Mutationsanalysen 
eingegangen und abschließend werden die Ergebnisse der Bindungspartner-Studien 
vorgestellt. 
1 Antikörper-Generierung und -Etablierung 
Zur näheren Charakterisierung und Untersuchung der (Ko-) Lokalisation von 
Polyductin (und seinen Interaktionspartnern) war es Teil dieser Arbeit, in 
Zusammenarbeit mit dem kommerziellen Anbieter „Pineda Antikörper Service“ 
Peptid-Antikörper gegen den intrazellulären Anteil von Polyductin zu generieren und 
etablieren. Dazu wurde auf die Methoden Western Blot und Immunfluoreszenz 
zurückgegriffen. 
Bei den in Zusammenarbeit mit der Firma „Pineda Antikörper Service“ 
durchgeführten Epitopanalysen erwiesen sich zwei Sequenzabschnitte als besonders 
geeignet; zum einen der Bereich, der die Aminosäuren 4025 – 4040 enthält (IZ-4) 
und zum anderen der Bereich, der die letzten 14 Aminosäuren des Proteins 
beinhaltet (IZ-CTerm, AS 4061-4074). Im ersten Fall wurde dem Peptid zur Kopplung 
an die Proteincarrier für die Immunisierung noch ein Cystein-Rest am N-terminalen 
Ende angehängt. 
Mit beiden Peptiden wurden je zwei Kaninchen und zwei Meerschweinchen 
immunisiert, wobei im Fall des Peptids IZ-CTerm eines der Meerscheinchen nach der 
Immunisierung verstarb. 
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1.1 Testung der (Prä-) Immunseren im Western Blot 
Die Präimmunseren sowie die an Tag 61, 90 und 120 entnommenen Immunseren 
aller 7 Tiere wurden zunächst mittels Western Blot an verschiedenen Zell-Lysaten 
getestet, um eine Aussage darüber machen zu können, ob die Tiere bereits vor der 
Immunisierung Antikörper besaßen, die andere Proteine erkennen können, die eine 
ähnliche Größe wie Polyductin aufweisen. Außerdem wurde mit Hilfe der Konstrukte 
C-Term- und IZ-HIS getestet, ob die Antikörper der Immunseren die Ziel-
Peptidsequenz erkennen. 
Die Ergebnisse sind teilweise für ein Tier exemplarisch in Abb.IV.1 dargestellt. 
 
Abb.IV.1 Test der (Prä-) Immunseren IZ4-rb2 im Western Blot 
Dargestellt ist die Testung des Präimmunserums sowie der Immunseren der Tage 61 
und 90 für den Antikörper IZ4-rb2. Lysate von HEK293- und COS7-Zellen wurden 
aufgetragen, um eine mögliche Detektion von Polyductin-Isoformen zu überprüfen. 
Lysat aus Fibroblasten diente als Negativkontrolle, die Lysate der mit C-Term- bzw. 
IZ-HIS transfizierten COS7-Zellen dienten als Positivkontrolle. 
Eine Aussage über die mögliche Detektion von Polyductin-Isoformen ließ sich nicht 
treffen. In keinem Fall war eine Bande in der erwarteten Höhe von ca. 440 kDa zu 
detektieren. Mit allen Immunseren konnten jedoch die Positivkontrollen erkannt 
werden, so dass alle Tiere bis zum Tag 138 weiter gehalten wurden. 
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1.2 Testung der (Prä-) Immunseren in der Immunfluoreszenz 
Da die Ergebnisse des Western Blot bereits eine Aussage bezüglich der 
Weiterführung der Haltung der verschiedenen Tiere erlaubte, wurde nur ein 
Immunserum exemplarisch in der Immunfluoreszenz an transient mit C-Term-HIS 
transfizierten COS7-Zellen getestet. Wie die Abb.IV.2 zeigt, erkannte der Antikörper 
aus dem Immunserum das Konstrukt, wobei jedoch die Hintergrundfluoreszenz 
relativ stark war, weshalb letztlich keine Aussage über das Erkennen endogen 
exprimierter Isoformen getroffen werden konnte. 
 
 
Abb.IV.2 Test des Immunserums IZ-4-rb1 (Tag 90, 1:400) in der 
Immunfluoreszenz an mit C-Term-HIS transient transfizierten COS7-Zellen 
Beim Einsatz des Immunserums IZ-4-rb1 zeigte sich eine deutlich verstärkte 
Fluoreszenz für die das Konstrukt tragenden Zellen (rot); die Kernfärbung erfolgte 
mittels DAPI (blau). 
 
1.3 Testung der gereinigten Antikörper im Western Blot 
An Tag 138 wurden die Tiere komplett entblutet und die Seren isoliert. Aus jeweils 
der Hälfte des Serums wurde mittels Affinitätsreinigung die monospezifische 
Antikörperfraktion (IgG) isoliert. Diese wurden im Western Blot eingesetzt, um ihre 
Spezifität zu überprüfen (Abb.IV.3).  
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Abb.IV.3 Test der gereinigten Antikörper im Western Blot 
A) Alle generierten Antikörper detektierten die Positivkontrolle C-Term-HIS; 
aufgetragen ist jeweils  COS7-Leerlysat sowie das Lysat von mit C-Term-HIS 
transfizierten COS7-Zellen B) zusätzlich konnten bei längerer Belichtungsdauer (~ 10 
Minuten) im Fall der Konstrukte zwei weitere Banden mit einer Größe von ca. 15 bzw. 
26 kDa detektiert werden. 
 
Alle Antikörper erkannten die Positivkontrolle, wobei bei Antikörper CTerm-gp1 die 
entsprechenden Banden erst nach längerer Belichtungszeit sichtbar wurden und in 
beiden getesteten COS7-Lysaten eine starke Bande bei ca. 38 kDa zu sehen war. 
Zusätzlich erkannten alle Antikörper bei längerer Belichtungsdauer im Falle der 
Positivkontrolle neben der zusätzlichen Bande bei ca. 26 kDa eine weitere Bande, 
die spezifisch für das Konstrukt zu sein scheint und ein Molekulargewicht von etwa 
15 kDa hat (Abb.IV.3B). 
1.4 Test der gereinigten Antikörper in der Immunfluoreszenz 
Bei der Testung und Etablierung der gereinigten Antikörper in der Immunfluoreszenz 
wurde zunächst mit COS7-Zellen gearbeitet. Dabei wurden die Antikörper in 
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verschiedenen Verdünnungen (1:100, 1:250, 1:500, 1:800) auf mit C-Term-HIS 
transient transfizierte COS7-Zellen gegeben. Auszüge der Ergebnisse sind der 
Abb.IV.4A zu entnehmen. 
 
Abb.IV.4 Test der gereinigten Antikörper in der Immunfluoreszenz an transient 
transfizierten COS7-Zellen 
A) Dargestellt ist die Detektion des transient transfizierten C-Term-HIS Konstruktes 
mit den Antikörpern IZ-4-rb1 und -rb2 sowie IZ-CTerm-rb1 und rb2; B) Zur Prüfung 
der Spezifität erfolgte die zeitgleiche Detektion des C-Term-HIS-Konstruktes mit dem 
Antikörper gegen Polyductin (hier exemplarisch IZ-4-rb1, grün) sowie anti-HIS mm 
(rot); die Kernfärbung erfolgte mittels DAPI (blau) 
 
Alle generierten Antikörper erkannten die Positivkontrolle (C-Term-HIS), was durch 
gleichzeitiges Detektieren mit dem gegen das HIS-Tag des Konstruktes gerichteten 
Antikörper (anti-HIS mm) gezeigt werden konnte (Abb.IV.4B). Dabei konnte mit allen 
eingesetzten Verdünnungen das Konstrukt nachgewiesen werden, wobei die besten 
Signale bei einer Verdünnung von 1:500 erreicht wurden, weshalb ausschließlich 
diese Verdünnung in den folgenden Anwendungen genutzt wurde. Lediglich der 
Antikörper IZ-CTerm-gp1 erkannte die Positivkontrolle bei einer Verdünnung von 
1:500 nur schwach (Daten nicht abgebildet). 
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2 Lokalisationsstudien zu Polyductin in Nierenepithelzellen 
Nach erfolgreicher Etablierung der Antikörper erfolgte zunächst deren Einsatz in 
untransfizierte HEK293-Zellen. Dabei zeigten fast alle Antikörper mehr oder weniger 
deutlich ein Verteilungsmuster, das eine Verdichtung zu einer Seite des Zellkerns hin 
zeigte (Abb.IV.5A). Durch die Wahl verschiedener Marker (ER, Golgi, Zentrosom, 
Abb.IV.5B) konnte die Lokalisation von Polyductin als in erster Linie zentrosomal 
eingeordnet werden, denn es zeigte sich eine deutliche Kolokalisation mit dem 
Zentrosomen-Marker (γ–Tubulin). Zudem konnte bei der Verwendung des 
Antikörpers IZ4-rb2 eine Lokalisation des Zielproteins in der Membran beobachtet 
werden(Abb.IV.5AIV). Auch schien Polyductin mehr oder weniger stark im Zellkern 
lokalisiert zu sein(Abb.IV.5), was in Phasen der Mitose verstärkt zu beobachten war. 
 
Abb.IV.5 Zentrosomale Lokalisation von Polyductin in unpolarisierten HEK293- 
Zellen 
A) Detektion von Polydutin mit vier verschiedenen Antikörpern gegen den 
intrazellulären Abschnitt des Proteins; B) Lokalisation von Polyductin im Vergleich zu 
ER, Golgi-Apparat und Zentrosom mittels entsprechender Marker 
Endoplasmatisches Retikulum 
Zentrosom 
Golgi-Apparat 
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Bei weiteren Versuchen mit dem vielversprechendsten Antikörper IZ-4-rb2 zeigte 
sich, dass Polyductin während der Telophase im zentralen Bereich der Midbody-
Region zu finden war (Abb.IV.6A). Dies wurde mit acetyliertem α-Tubulin als 
Midbody-Marker gezeigt (Abb.IV.6C). Auch einer der gegen das zweite Peptid 
generierten Antikörper (IZ-CTerm-rb2) zeigte dieses Bild, wodurch die Spezifität der 
Lokalisation bestätigt wurde (Abb.IV.6B). 
 
 
Abb.IV.6 Polyductin ist an der Ausbildung der Midbodies beteiligt 
A,B) Polyductin zeigt eine deutliche Lokalisation im Bereich der Midbodies; C) Die 
Lokalisation von Polyductin ist auf den zentralen Bereich der Midbodies begrenzt, wie 
die Kolokalisation mit dem Marker zeigte. 
In den verschiedenen Phasen der Mitose zeigte Polyductin ein von γ-Tubulin 
abweichende zelluläre Lokalisation (Abb.IV.7). 
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Abb.IV.7 Lokalisation von Polyductin während der Mitose 
Mit Hilfe des Antikörpers IZ-4-rb2 (grün) sowie dem Marker anti-γ–Tubulin (rot), 
konnte eine Lokalisation von Polyductin im Vergleich zum Zentrosom in den 
verschiedenen Phasen der Mitose in HEK293-Zellen gezeigt werden; die Kernfärbung 
erfolgte mit DAPI (blau). 
 
Um die Lokalisation von Polyductin in der Anwesenheit von Zilien zu untersuchen, 
wurden polarisierte mIMCD-3 Zellen genutzt. Hier zeigte der Antikörper IZ4-rb2 eine 
Lokalisation von Polyductin im Bereich der Zilien, wie unter Verwendung des 
entsprechenden Markers (anti-acetyliertes α-Tubulin) gezeigt werden konnte 
(Abb.IV.8). 
 
Abb.IV.8 Ziliäre Lokalisation von Polyductin in mIMCD-3-Zellen 
Darsgestellt ist die ziliäre Kolokalisation von Polyductin (grün) mittels Zilienmarker 
(anti-acetyliertes α-Tubulin, rot); der Pfeil deutet jeweils auf die Basis der Zilie 
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Dabei konnte zum Teil eine verstärkte Lokalisation an der Zilienbasis beobachtet 
werden (Abb.IV.8 oben), während sich in anderen Fällen ein eher punktuelles Muster 
entlang der Zilie zeigte (Abb.IV.8 unten). Oft war die Detektion im Bereich der Zilien 
so schwach, dass die genaue Bestimmung ohne die Verwendung des 
entsprechenden Markers nicht möglich gewesen wäre Abb.IV.8 unten). 
Auch in polarisierten mIMCD-3-Zellen zeigte sich bei der Verwendung des 
Antikörpers IZ-4-rb2 eine Lokalisation in der Membran, die unter Verwendung des 
Antikörpers gegen E-Cadherin als Membranmarker bestätigt werden konnte 
Abb.IV.9). 
Zudem konnte, ebenfalls wie in HEK293-Zellen, eine Lokalisation im Kern beobachtet 
werden (Abb.IV.9 unten). 
 
Abb.IV.9 Polyductin ist in polarisierten mIMCD-3-Zellen in der Membran 
lokalisiert 
Mit Hilfe eines Membranmerkers (anti-E-cadherin, rot) konnte gezeigt werden, dass 
Polyductin (grün) eine membranständige Lokalisation aufweist (Pfeile). 
 
3 Mutationsanalysen 
3.1 Spleißanalyse mittels Bioinformatik 
Die vier verschiedenen trunkierenden Mutationen wurden zunächst mittels drei 
verschiedener Spleißanalyse-Programme hinsichtlich möglicher Veränderungen im 
Vergleich zum Wildtyp untersucht. Die Ergebnisse sind der Tab.IV.1 zu entnehmen. 
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Mutation 
NetGene 2 
Server 
BGDP ESEfinder 3.0 
c.2130_2131 
insTA 
schwache 
Verstärkung der 
5SS von 0.93 
auf 0.94 
schwache 
Verstärkung der 
5SS von 0.94 auf 
0.95 
Splicesites: 
Leichte Abschwächung der 5SS 
von 9,12 auf 8,35 
SRProteins: 
Verlust einer SRp55-Bindestelle 
sowie einer SF2/ASF -Bindestelle;  
c.3306delT 
leichte 
Abschwächung 
der 5SS von 
0.46 auf 0.41 
und der 3SS von 
0.26 auf 0.25 
leichte 
Abschwächung 
der 5SS von 0.46 
auf 0.41 
Splicesites:  
normale 3SS bei WT und Mutation 
nicht erkannt, dafür wird in beiden 
Fällen starke 3SS zu Beginn von 
Intron 29 erkannt und bei 
Vorliegen der Mutation zusätzlich 
eine in Exon 29 
SRProteins: 
Verlust einer SRp55-Bindestelle 
c.7215delG 
Abschwächung 
der 5SS von 
1.00 auf 0.77 
starke 
Abschwächung 
der 5SS von 0.87 
auf 0.32 
Splicesites: 
Verlust der 5SS 
SRProteins: 
Abschwächung der Bindestelle für 
SF2/ASF und SF2/ASF (IgM-
BRCA1); Entstehen einer 
Bindestelle für SC35 
c.11538dupT 
keine 
Veränderung 
schwache 
Verstärkung der 
5SS von 0,46 auf 
0,51 
Splicesites: 
kein Effekt 
SRProteins: 
Verlust einer SC35-Bindestelle 
Tab.IV.1 Ergebnisse der Splice-Analyse-Software 
5SS = 5´-Donorspleißstelle, 3SS = 3´-Akzeptorspleißstelle 
3.2 c.3306delT 
Für die in F719 homozygot vorliegende PKHD1-Mutation c.3306delT wurde mittels 
Trap-Vektor ein Minigen-Konstrukt erstellt, das in COS7-Zellen transfiziert wurde. 
Nach RNA-Isolation und RT-PCR konnte mittels cDNA-Amplifikation eine Aussage 
über die entstandenen Spleißprodukte getroffen werden. Wie in Abb.IV.10 dargestellt 
konnten sowohl bei der WT-Kontrolle als auch bei Vorliegen der Mutation jeweils 
zwei Spleißprodukte nachgewiesen werden, die in der Negativkontrolle, bei der die 
RNA untransfizierter COS7-Zellen verwendet worden war, nicht zu sehen waren.  
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Abb.IV.10 Produkte der cDNA-Amplifikation des Minigenkonstruktes 
c.3306delT 
Die cDNA wurde mit der aus mit dem entsprechenden Konstrukt transfizierten bzw. 
untransfizierten COS7-Zellen isolierten RNA synthetisiert und anschließend 
amplifiziert; als Standard diente eine 100 bp-Leiter. 
 
Im Falle der größeren Bande bei ca. 430 bp handelte es sich um das normal 
gespleißte Fragment, bestehend aus den beiden Exons 1 und 2 des Trap-Vektors, 
die Exon 29 des PKHD1-Gens flankieren. Bei dem kleineren Fragment (ca. 300 bp) 
zeigte die Sequenzierung, dass im Rahmen des Spleißens Exon 29 entfernt wurde 
(Abb.IV.11). 
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Abb.IV.11 Sequenzen der mittels PCR amplifizierten Fragmente 
A: Fragment der Größe ~430 bp; AI) Übergang von Exon 1 des Trap-Vektors zu Exon 
29 (PKHD1); AII) Übergang von Exon 29 (PKHD1) zu Exon 2 des Trap-Vektors; 
B: Fragment der Größe ~ 300 bp; Übergang von Exon 1 zu Exon 2 des Trap-Vektors. 
 
3.3 c. 7215delG 
Die Mutation c.7215delG, die die letzte Base von Exon 45 des PKHD1-Gens betrifft, 
konnte in zwei Familien (F153 und F259) nachgewiesen werden. In der vorliegenden 
Arbeit wurde ein möglicher Effekt dieser Mutation auf das Spleißverhalten mit Hilfe 
eines Minigens untersucht, wofür die Exons 44, 45 und 46 mit den 
dazwischenliegenden Introns in den Vektor pTargeT kloniert wurden. Nach der 
Expression in COS7-Zellen wurden die entstandenen Spleißprodukte mittels PCR an 
der cDNA analysiert. 
 Ergebnisse 96 
 
 
 
 
Abb.IV.12 Produkte der cDNA-Amplifikation des Minigen-Konstruktes 
c.7215delG 
Die cDNA aus der aus COS7-Zellen isolierten RNA wurde mittels 
sequenzspezifischen Primern amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt; als 
Standard diente eine 100 bp-Leiter. 
 
Die gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente zeigte beim WT eine Bande in 
Höhe von ca. 300 bp, deren Sequenz der des erwarteten Wildtyp-Spleißproduktes 
entsprach (Abb.IV.12 u. Abb.IV.13A). Bei Vorliegen der Mutation dagegen war neben 
einer Bande in Höhe des Wildtypfragmentes eine zusätzliche, etwa 100 bp kleinere 
Bande zu sehen (Abb.IV.12, auf der Abb. nur schwach zu erkennen). Bei der 
kleineren Bande bei ca. 200 bp handelte es sich um ein Fragment, dem Exon 45 
fehlte. Der wiederholte Versuch einer Sequenzierung der größeren Bande ergab 
keine saubere Sequenz, weshalb das Gelextraktions-Produkt dieser Bande in den 
Vektor pGEMTeasy subkloniert wurde. 24 Klone wurden sequenziert, wobei sich 
folgendes Ergebnis zeigte: 11 Klone (~46%) zeigten ein Spleißmuster wie das des 
Wildtyps, wobei jedoch die letzte Base von Exon 45 fehlte, 10 Klone (~42%) zeigten 
die Deletion von Exon 45, und 2 Klone (~8%) zeigten eine Deletion der letzten 11 
Basen von Exon 45 (Abb.IV.13B). Die Sequenzierung eines Klons war nicht 
auswertbar. 
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Abb.IV.13 Sequenzen der mittels PCR amplifizierten Fragmente 
A: WT-Produkt; A I) Übergang von Exon 44 zu Exon 45; A II) Übergang von Exon 45 
zu Exon 46 
B: Sequenz-Ausschnitte der Fragmente bei Vorliegen der Mutation; B I) Übergang 
von Exon 45 zu Exon 46; die letzte Base von Exon 45 ist deletiert; B II) Übergang von 
Exon 45 zu Exon 46; die letzten 11 Basen von Exon 45 sind deletiert; B III) Übergang 
von Exon 44 zu Exon 46 bei Deletion des Exons 45 
 
3.4 c.11538dupT 
Zur Untersuchung des möglichen Spleißeffekts der Mutation c.11538dupT, die bei 
F64000 vorlag, wurde mit Hilfe des Trap-Vektors ein Minigenkonstrukt um das 
betroffene Exon 65 des PKHD1-Gens kloniert. Die aus COS7-Zellen isolierte RNA 
zeigte nach Amplifikation der cDNA in der Gelelektrophorese sowohl beim WT als 
auch bei Vorliegen der Mutation eine Bande in Höhe des erwarteten Wildtyp-
Fragmentes, welche in der Sequenzierung als solches identifiziert wurde (Abb.IV.14 
u. Abb.IV.15). 
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Abb.IV.14 Produkte der cDNA-Amplifikation des Minigen-Konstruktes 
c.11538dupT 
Nach der Amplifikation der cDNA, welche aus der RNA transfizierter und nicht-
transfizierter COS7-Zellen gewonnen wurde, zeigte sich sowohl beim WT als auch bei 
Vorliegen der Mutation eine Bande von ca. 470 bp sowie eine zusätzliche, 
schwächere Bande von ca. 340 bp 
Die kleinere schwächere Bande zeigte wiederholt in der Sequenzierung ebenfalls 
das normal gespleißte Fragment, so dass es sich hierbei am ehesten um Artefakte 
der Gelelektrophorese aufgrund der Ausbildung von DNA-Sekundärstrukturen infolge 
unzureichender Denaturierung handelt. 
 
 
Abb.IV.15 Sequenzen der mittels PCR amplifizierten Fragmente 
A: Übergang von Exon 1 des Trap-Vektors zu Exon 65 (PKHD1); B: Übergang von 
Exon 65 (PKHD1) zu Exon 2 (Trap-Vektor) 
 
3.5 c.2131_2132insTA 
Da im Falle der Mutation c.2131_2132insTA Nierengewebe der Patientin 
kryokonserviert vorlag, konnte die Analyse des möglichen Effekts der Mutation auf 
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das Spleißverhalten direkt an der RNA bzw. cDNA aus diesem Gewebe durchgeführt 
werden. Dabei zeigte die Patienten-cDNA das gleiche Bandenmuster wie die 
Kontrolle. In beiden Fällen ergab die Sequenzierung die Exonabfolge der Wildtyp-
Form. 
Um einen möglichen quantitativen Effekt zu untersuchen, wurde eine Real-Time-PCR 
durchgeführt. Dabei wurde die PKHD1-Transkriptmenge von F730 mit der aus WT-
Gewebe bzw. aus dem Gewebe eines weiteren Patienten mit homozygoter 
trunkierender Mutation, der jedoch einen schweren klinischen Phänotyp mit 
perinatalem Tod zeigte (F304), verglichen. Dazu wurden sieben Einzelmessungen 
vorgenommen, deren Werte der Tab.IV.2 zu entnehmen sind. Zudem ist das 
Ergebnis in Abb.IV.16 graphisch dargestellt. 
 
RNA Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Lauf 4 Lauf 5 Lauf 6 Lauf 7 Median STABW p 
WT 0,606 0,385 0,898 1,8912 0,729 1,52 0,697 0,9609 0,5421 - 
F304 0,057 0,050 0,059 0,1053 0,054 0,06 0,0571 0,0633 0,0188 0,0009 
F730 0,85 2,653 0,974 1,6002 2,278 2,8 2,4793 1,9478 0,8052 0,0197 
Tab.IV.2 Werte der Real-Time-PCR  
Dargestellt sind die Werte von 7 Einzelläufen mit Mittelwert (Median) und 
Standardabweichung (STABW) für WT, einen Patienten mit homozygoter trunkierender 
Mutation (F304) und schwerem Phänotyp sowie unsere Patientin mit der Mutation 
c.2131_2132insTA (F730); p gibt die mit einem t-Test errechnete Signifikanz der 
Patientendaten im Vergleich zum WT an. 
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Abb.IV.16 PKHD1-Expression in Nierengewebe 
Dargestellt ist die relative Expression des PKHD1-Gens bei F730 (3) im Vergleich 
zum WT (1) sowie zu einem Patienten mit homozygoter trunkierender Mutation 
(F304), der einen schweren klinischen Phänotyp aufweist (2). Bei den dargestellten 
Werten handelt es sich um Mittelwerte aus 7 Einzelmessungen; die Fehlerindikation 
ist in Form von vertikalen Balken angegeben; * = statistisch signifikant (p < 0,05), ** = 
statistisch hochsignifikant (p < 0,001), jeweils im Vergleich zum WT. 
 
Während der phänotypisch schwer betroffene Patient eine deutliche Reduktion der 
PKHD1-Transkriptmenge im Vergleich zum WT aufweist (etwa um den Faktor 16 
reduziert), zeigt die Patientin mit der Mutation c.2131_2132insTA eine signifikant 
erhöhte Expression (etwa doppelte Transkriptmenge des WT). 
Zusätzlich zu den Analysen auf Transkript-Ebene wurde die Expression des PKHD1-
Gens auf Protein-Ebene untersucht. Dafür wurde aus dem asservierten 
Nierengewebe Proteinlysat hergestellt und mittels SDS-PAGE mit anschließendem 
Western Blot, bei dem ein spezifischer Antikörper gegen Polyductin eingesetzt 
wurde, analysiert. Das Ergebnis ist der Abb.IV.17 zu entnehmen. 
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Abb.IV.17 Western Blot-Analyse an Nierenlysat 
 
Da bis zum Abschluss dieser Arbeit kein funktionierender Antikörper gegen den N-
terminalen Bereich von Polyductin vorlag, wurde einer der gegen den C-Terminus 
generierten Antikörper (IZ-4-rb1) verwendet. Dieser detektierte im Fall der WT-Lysate 
eine Bande bei etwa 50 kDa, konnte jedoch nicht das erwartete full-length Protein 
nachweisen. Die verkürzte 50 kDa schwere C-terminale Isoform konnte in keinem der 
beiden Patientenlysate (F304 als Kontrolle sowie F730) nachgewiesen werden, 
wodurch der trunkierende Charakter der jeweiligen Mutation bestätigt und eine Re-
Initation der Translation zumindest einer C-terminalen Isoform im Fall des 
verhältnismäßig moderat Betroffenen aus F730 ausgeschlossen wird. 
4 Interaktions-Studien 
4.1 Ergebnisse der Tandem Affinity Purification (TAP) 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten über die Kombination der Verfahren TAP-Assay und 
Massenspektrometrie mögliche Bindungspartner des intrazellulären Anteils von 
Polyductin identifiziert und Interaktoren eines im Vorfeld dieser Arbeit durchgeführten 
Yeast-Two-Hybrid- Assays (YTH) bestätigt werden. 
4.1.1 Etablierung und Testung der HEK293-FlpIn-T-REx-IZ-TAP-Zelllinie 
Hierfür wurde zunächst eine stabile HEK293-FlpIn-T-REx-IZ-TAP-Zelllinie etabliert. 
Mittels Western Blot wurde der Klon ausgewählt, der ohne Induktion die geringste 
bzw. keine Expression des Zielproteins zeigte und nach Induktion eine starke 
Expression aufwies (Daten nicht abgebildet). Mit diesem Klon wurde eine Zeitkurve 
erstellt, um den Zeitpunkt zu ermitteln, an dem der Klon nach Induktion die stärkste 
Expression des Zielproteins zeigte (Abb.IV.18). 
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Abb.IV.18 Zeitkurve zur Ermittlung des Zeitpunkts der höchsten Expression 
nach Induktion 
Um den Zeitpunkt der stärksten Expression zu ermitteln, wurden 2, 4, 6, 8 und 16 
Stunden (h) nach der Induktion Zelllysate der HEK298-FlpIn-T-REx-IZ-TAP-Zellen 
hergestellt und mittels Western Blot getestet. Als Kontrollen dienten Lysate der nicht-
induzierten HEK298-FlpIn-T-REx-IZ-TAP-Zellen und 16 h induzierte HEK298-FlpIn-T-
REx-C-TAP-Zellen. 
 
Die stärkste Expression war demnach im Zeitraum zwischen 8 und 16 Stunden nach 
der Induktion zu verzeichnen, so dass für den im Anschluss folgenden TAP-Assay 
ein Zeitraum von 12 Stunden nach der Induktion gewählt wurde. 
 
4.1.2 Ergebnisse des TAP-Assays 
Um die Expression und Funktionalität des Verfahrens mit dem Zielprotein zu testen, 
wurde ein TAP-Assay mit anschließender Überprüfung des Eluats im Silbergel 
durchgeführt. Es zeigte sich eine relativ starke Proteinbande in der erwarteten Höhe 
von ca. 25 kDa, wie der Abb.IV.19A zu entnehmen ist. 
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Abb.IV.19 Testung des finalen Eluats des TAP-Assays 
A) Silberfärbung des finalen Eluats des TAP-Assays mit dem Lysat der HEK293-
FlpIn-T-REx-IZ-TAP-Zellen; B) Coomassie-Färbung des finalen Eluats des 
Konstruktes IZ-TAP; als Kontrolle wurde zusätzlich das finale Eluat des Konstruktes 
C-TAP aufgetragen. 
Der Pfeil markiert jeweils die Bande, die aller Wahrscheinlichkeit nach das 
aufgereinigte Zielprotein mit einem Molekulargewicht von 25 kDa darstellt; M = Marker 
 
Im Anschluss an die scheinbar positive Silberfärbung wurde der TAP-Assay im 
großen Standard durchgeführt und das finale Eluat wurde über ein SDS-Gel 
aufgetrennt und mit Coomassie gefärbt (Abb.IV.19B). Es zeigte sich ein mit der 
Silberfärbung vergleichbares Ergebnis, auch wenn die das Zielprotein darstellende 
Bande laut Marker etwas zu groß erschien. Dies wurde auf ein verändertes 
Lauferhalten in dem unter sterilen Bedingungen hergestellten SDS-Gel 
zurückgeführt. Das Coomassie-Gel wurde anschließend zur 
massenspektrometrischen Analyse an die kooperierende Arbeitsgruppe von David 
W. Litchfield (University of Ontario, London, Canada) versandt. 
Bei den Ergebnissen der Massenspektrometrie zeigte sich, dass das Zielprotein, der 
intrazelluläre Teil von Polyductin, sich nicht unter den im analysierten Gel 
vorkommenden Proteinen befand, weshalb letztlich am ehesten davon auszugehen 
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ist, dass es sich bei dem in Silber- und Coomassie-Gel vermeintlich identifizierten 
Polyductin um ein anderes Protein gehandelt haben musste. 
Durch einen Ansatz mit einem Kontrollprotein konnte mit relativer Sicherheit die 
mangelhafte Bindung des IZ-TAP-Konstruktes an die IgG-Sepharose als Fehlerquelle 
identifiziert werden, wie die Abb.IV.20 deutlich zeigt. 
 
Abb.IV.20 Bindung von (A) IZ-TAP an IgG-Sepharose im Vergleich zu (B) der 
Bindung eines Kontrollproteins  
Getestet wurde die Bindung an zwei unterschiedlichen Chargen von IgG-Sepharose 
(IgG-S. A bzw. B). Es wurden von allen Fraktionen gleiche Volumenprozente 
aufgetragen. Bei den unteren Banden in den letzten beiden Spuren von B handelt es 
sich um das von der TEV-Protease bereits abgespaltene, jedoch durch Waschen 
nicht vollständig von der Sepharose entfernte Kontrollprotein, die obere Bande ist auf 
eine unspezifische Bindung des gegen das Kontrollprotein verwendeten Antikörpers 
(anti-ASH2) zurückzuführen; alle anderen Banden stellen das jeweilige Protein mit 
intaktem TAP-Tag dar. 
 
Während das Kontrollprotein im Vergleich zur Expressionskontrolle kaum noch im 
Überstand der IgG-Sepharose zu finden ist, ist die Intensität der entsprechenden 
Banden bei IZ-TAP in etwa gleich stark, was darauf schließen lässt, dass keine oder 
nur eine schwache Bindung des Proteins über das TAP-Tag an die Sepharose 
stattgefunden hat. 
Um zu prüfen, ob durch die Konformation des IZ mit dem C-Terminalen TAP-Tag 
eine Bindung an die IgG-Sepharose verhindert wird, wurde das Konstrukt IZ-N-TAP 
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kloniert, das das TAP-Tag am N-Terminus trägt. Dieses Konstrukt wurde transient in 
COS7-Zellen transfiziert und einem TAP-Assay unterzogen. Das Ergebnis glich dem 
des Konstruktes mit dem Tag am C-Terminus (Daten nicht abgebildet). 
 
4.2 Generierung einer stabilen MDCKII-FlpIn-T-REx-Host-Zelllinie 
Um einen erneuten TAP-Assay an polarisierenden, zilienausbildenden Zellen 
durchzuführen, wurde ihm Rahmen dieser Arbeit für zukünftige Experimente eine 
stabile MDCKII-FlpIn-T-REx-Host-Zelllinie generiert 
Die Ergebnisse der Teilschritte der Generierung einer stabilen MDCKII-FlpIn-T-REx-
Host-Zelllinie sind im Folgenden aufgeführt. 
4.2.1 Überprüfung der FlpIn-Zell-Klone 
Die Testung auf die Anzahl stabil integrierte FRT-Sequenzen bei verschiedenen 
FlpIn-Klonen wurde mittels Southern Blot durchgeführt. Die Ergebnisse sind in 
Abb.IV.21 teilweise dargestellt. 
 
Abb.IV.21 Ergebnis der Southern Blot-Untersuchung der FlpIn-Zell-Klone 
Die DNA verschiedener Klone wurde mittels Southern Blot auf die Anzahl der stabil 
integrierten FRT-Sequenzen untersucht. Als Sonde diente ein gegen diesen Bereich 
generiertes DIG-markiertes PCR-Produkt; M = Marker 
Trotz der Überbelichtung im oberen Bereich, welche die Auswertung erschwerte, 
wurden die Klone 11 und 14 als geeignet angesehen, da hier wie gewünscht 
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scheinbar nur eine Kopie der FRT-Sequenz stabil integriert wurde. Aus diesen 
beiden Klonen wurde mittels β-Galaktosidase-Assay derjenige ausgewählt, der die 
stärkste transkriptionelle Aktivität aufwies (Klon 11; Daten nicht abgebildet). Klon 11 
der MDCKII-FlpIn-Zellen wurde im Folgenden zur Selektion der induzierbaren FlpIn-
T-REx-Zelllinie verwendet. 
4.2.2 Überprüfung der FlpIn-T-REx Zell-Klone 
Bei der Überprüfung der FlpIn-T-REx-Zell-Klone auf ihre Induzierbarkeit wurde Klon 5 
als am geeignetsten angesehen. Dieser Klon zeigte im Western Blot das beste 
Verhältnis zwischen Basis-Expressionslevel des transient transfizierten 
Kontrollkonstrukts BBS2-full-length-HA ohne Induktion mit Doxycyclin und 
Expression des Proteins zwölf Stunden nach der Induktion (Abb.IV.22). 
 
Abb.IV.22 Prüfung verschiedener Klone auf ihre Induzierbarkeit 
Von verschiedenen FlpIn-T-REx-Klonen wurden jeweils 12 Stunden nach der 
Induktion mit Doxycyclin (+) bzw. ohne vorangegangene Induktion (-) Zelllysate 
hergestellt, die mittels Western Blot auf die Expression des Kontrollkonstruktes BBS2-
full-length-HA getestet wurden. 
Der ausgewählte Klon 5 stellte die fertige MDCKII-FlpIn-T-REx-Host-Zelllinie dar. 
 
4.3 Interaktion zwischen Polyductin und Bardet-Biedl-Syndrom- (BBS-) 
Proteinen 
In einem dieser Arbeit vorangegangenem YTH-Assay wurde das Protein BBS2 als 
potentieller Interaktor der intrazellulären Domäne von Polyductin identifiziert. Um 
diese Interaktion zu validieren, wurden Immunfluoreszenzversuche sowie 
Koimmunpräzipitationen (CoIP) mit verschiedenen Konstrukten für Abschnitte von 
Polyductin bzw. BBS2 durchgeführt. Zudem wurde eine mögliche Interaktion 
zwischen Polydutin und BBS7 näher untersucht, da BBS7 in vielen Abschnitten 
große Homologie zu BBS2 aufweist und BBS2 und BBS7 in einem größeren 
Proteinkomplex (dem sog. „BBSome“) miteinander interagieren. 
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4.3.1 (Ko-) Lokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz 
Zunächst wurden zur Bestätigung der Kolokalisation von Polyductin und BBS2 bzw. 
BBS7 Versuche mit transient transfizierten Zellen durchgeführt. Nach der 
Transfektion von COS7-Zellen mit den Konstrukten IZ-HIS und C-Term-HIS konnte 
eine intrazelluläre Lokalisation des entsprechenden Abschnitts von Polyductin (vgl. 
Abb.IV.30A) gezeigt werden, die eine Verdichtung zu einer Seite des Kerns hin 
zeigte (Abb.IV.23). Dies konnte durch den Einsatz des ER-Markers Calnexin im Falle 
des C-Term-HIS, nicht jedoch bei IZ-HIS als Lokalisation im endoplasmatischen 
Retikulum identifiziert werden (Abb.IV.23AI,II). Eine Kolokalisation mit einem Marker 
für das Golgi-Netzwerk (Golgin-97) lag bei keinem der beiden Konstrukte vor 
(Abb.IV.23BI, II). 
 
Abb.IV.23 Transient transfizierte Polyductin-Konstrukte zeigten eine 
subzelluläre Lokalisation in COS7-Zellen mit einer Verdichtung zu einer Seite 
des Zellkerns hin 
A) Das Konstrukt C-Term-HIS zeigte eine Lokalisation im ER (AI; gelb in der 
Überlagerung), während bei Verwendung des Konstrukts  IZ-HIS keine 
Übereinstimmung mit dem ER-Marker detektiert werden konnte (AII; anti-HIS mm, 
grün; anti-Calnexin rb, rot). B) Weder das Konstrukt C-Term-HIS (BI) noch IZ-HIS 
(BII) zeigten ein Verteilungsmuster, das dem des Golgi-Markers Golgin-97 entsprach 
(anti-HIS rb, grün; anti-Golgin-97 mm, rot). 
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BBS2 und BBS7 zeigten in der Immunfluoreszenz nach transienter Transfektion ein 
ähnliches Muster, das zwar keine Lokalisation im ER aufwies (Daten nicht 
abgebildet), sich jedoch in einigen Bereichen mit dem Signal von Polyductin deckte 
(Abb.IV.24), so dass von einer partiellen Kolokalisation der Proteine Polyductin und 
BBS2 bzw. Polyductin und BBS7 nach transienter Transfektion der entsprechenden 
Konstrukte auszugehen ist. 
 
Abb.IV.24 Kolokalisation der Konstrukte (A) C-Term-GFP und BBS2-Full-
length-HA bzw. (B) C-Term-GFP und BBS7-IsoB-myc. 
AI ,BI: C-Term-GFP; AII: BBS2-full-length-HA (anti-HA mm); BII: BBS7-IsoB-myc 
(anti-myc mm); AIII, BIII: Anfärbung des Kerns mit DAPI; AIV, BIV: 
Übereinanderlagerung aller drei Fluoreszenzen. 
Im Anschluss an die Kolokalisations-Experimente mittels transienter Transfektion 
wurde die Kolokalisation in vivo mit Antikörpern gegen die endogen exprimierten 
Proteine bestätigt. BBS2 und Polyductin zeigten in unpolarisierten HEK293-Zellen 
ein ähnliches Verteilungsmuster mit Lokalisation am Zentrosom (Abb.IV.25), wie die 
Experimente mit entsprechenden Markern zeigten (Abb.IV.5).  
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Abb.IV.25 Kolokalisation von Polyductin und BBS2 in HEK293-Zellen 
In unpolarisierten HEK293-Zellen zeigten sowohl Polyductin als auch BBS2 eine 
zentrosomale Lokalisation (Pfeil). 
Auch während den verschiedenen Phasen der Mitose konnte eine Kolokalisation der 
beiden Proteine über den gesamten Zeitraum beobachtet werden (Abb.IV.26). 
Während der Telophase wurde eine Lokalisation beider Proteine in der Region der 
sog. Midbodies gezeigt (Abb.IV.25 unten, Abb.IV.6). 
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Abb.IV.26 Kolokalisation von Polyductin und BBS2 während der Mitose in 
HEK293-Zellen 
Polyductin (grün) und BBS2 (rot) kolokalisierten zumindest partiell in allen Phasen des 
Zellzyklus; während der Telophase waren beide Proteine in der Region der Midbodies 
zu finden (Pfeil). 
Im Vergleich zu BBS2 zeigte BBS7 nur eine temporäre Kolokalisation mit Polyductin 
am Zentrosom während der Interphase (Abb.IV.27 oben). Während der Mitose und 
auch zum Zeitpunkt der Zytokinese zeigte sich für BBS7 eine Lokalisation im Bereich 
des Spindelapparats (Abb.IV.27 Prophase, Metaphase, Anaphase). Eine Lokalisation 
in der Midbody-Region während der Telophase war bei BBS7 hingegen nicht zu 
beobachten (Abb.IV.27 unten). 
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Abb.IV.27 (Ko-)Lokalisation von Polyductin und BBS7 während der Mitose in 
HEK293-Zellen 
Während der Interphase zeigten sowohl Polyductin als auch BBS7 eine zentrosomale 
Lokalisation. In den Phasen der Mitose konnte für BBS7 eine Lokalisation im Bereich 
der Spindelpole beobachtet werden, während Polyductin v.a. im Kern sowie deutlich 
in der Midbody-Region während der Telophase zu finden war. 
Zur näheren Bestimmung der Lokalisation der verschiedenen Proteine an zilien-
tragenden Zellen wurde die Immunfluoreszenz an polarisierten mIMCD-3-Zellen 
durchgeführt. Die Ergebnisse sind der Abb.IV.28 zu entnehmen. 
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Abb.IV.28 Lokalisation von Polyductin und BBS7 an polarisierten Zellen 
An polarisierten mIMCD-3-Zellen konnte sowohl für Polyductin (oben, grün) als auch 
für BBS7 (unten, grün) eine Lokalisation im Bereich der primären Zilien (rot) gezeigt 
werden. 
Polyductin war vor allem entlang der Zilie lokalisiert mit einer Verstärkung des 
Signals zur Zilienbasis hin (Abb.IV.28 oben), während BBS7 primär an der Basis der 
Zilie zu detektieren war (Abb.IV.28 unten). Jedoch konnte auch für BBS7 ein 
schwaches Signal entlang der Zilie beobachtet werden Abb.IV.29). 
 
Abb.IV.29 Lokalisation von BBS7 entlang des Zilienschafts 
Durch geeignete Kombination von Helligkeit und Kontrast konnte für BBS7 neben der 
Lokalisation an der Zilienbasis (Pfeilkopf) eine Lokalisation entlang der Zilie selbst 
gezeigt werden (Pfeile) 
Aus technischen Gründen musste auf die Detektion von BBS2 in polarisierten Zellen 
verzichtet werden. 
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4.3.2 Untersuchung der Interaktion zwischen Polyductin und BBS2 mittels 
Koimmunpräzipitation (CoIP) 
Um eine durch die Ergebnisse des YTH sowie der Immunfluzoreszenz 
vorausgesagte Interaktion zu bestätigen, wurden CoIP-Versuche durchgeführt. Zum 
besseren Verständnis der in der CoIP eingesetzten Konstrukte sind diese in 
Abb.IV.30 nochmals schematisch dargestellt. 
 
 
Abb.IV.30 Schematische Darstellung der in der CoIP genutzten Konstrukte auf 
Protein-Ebene 
A: Verwendete Polyductin-Konstrukte; im Fall der beiden IZ-Konstrukte (IZ-HIS und 
IZ-GFP) wurde der intrazelluläre Abschnitt (IZ) des Proteins sowie die letzten 5 
Aminosäuren (AS) der Transmembrandomäne (TM) kloniert und mit einem GFP- bzw. 
His-Tag-Epitop (GFP; HIS) versehen; mit den gleichen Tags ausgestattete C-Term-
Konstrukte (C-Term-HIS und C-Term-GFP), die zusätzlich zu dem intrazellulären 
Anteil die gesamte Transmembrandomäne sowie die ersten 58 AS des Proteins und 
somit das Signalpeptid (SP) sowie die letzten 94 AS der extrazellulären Domäne (EZ) 
beinhalten, wurden ebenfalls in die CoIP eingesetzt.  
* im unglykosylierten Zustand (1x glykosyliert: ~ 46 kDa; 2x glykosyliert: ~49 kDa) 
B: Verwendete BBS2-Konstrukte; alle BBS2-Konstrukte wurden mit einem HA-Tag-
Epitop (HA) kloniert; neben dem full-length-Protein (BBS2-full-length-HA) wurden 3 
Deletionsmutanten von BBS2 in die CoIP eingesetzt (BBS2-DelMut2-HA – BBS2-
DelMut4-HA), die die gesamte Sequenz von BBS2 abdecken. 
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4.3.2.1 Koimmunpräzipitation Polyductin/BBS2 
Das Ergebnis der CoIP bei Nutzung der Konstrukte C-Term-HIS bzw. IZ-HIS und 
BBS-full-length-HA zeigte eine Interaktion der beiden Proteine und ist in Abb.IV.31 
dargestellt. 
 
Abb.IV.31 Ergebnis der CoIP der Konstrukte (A) C-Term-HIS und BBS2-full-
length-HA bzw. (B) IZ-HIS und BBS2-full-length-HA unter Verwendung des 
Antikörpers gegen das HA-Epitop. 
 
Das, wie in der Expressionskontrolle (EK) gezeigt, exprimierte BBS2-full-length-HA 
wurde sowohl direkt über den anti-HA Antikörper (Maus, anti-HA mm) als auch 
indirekt über das über den anti-HIS Antikörper (Maus, anti-HIS mm) gebundene C-
Term-HIS bzw. IZ-HIS an die Sepharose gebunden; eine Bindung über unspezifische 
anti-Maus-IgGs (anti-IgG mm) fand nicht statt.  
In umgekehrter Richtung konnte kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden, da auch in 
der Negativkontrolle, in der unspezifische IgGs eingesetzt wurden, eine ebenso 
starke Bande im Western Blot zu erkennen war (Daten nicht abgebildet). 
 
4.3.2.2 Koimmunpräzipitation C-Term-HIS/BBS2-DelMut2 
Bei den CoIP-Experimenten mit dem Konstrukt C-Term-HIS und dem BBS-Konstrukt 
DelMut2-HA ergab sich bei der Nutzung des Antikörpers gegen das His-Tag ein 
negatives Ergebnis, während in umgekehrter Richtung BBS2 sowohl direkt als auch 
indirekt über Polyductin an die Sepharose gebunden wurde (Abb.IV.32). 
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Abb.IV.32 Ergebnis der CoIP mit den Konstrukten C-Term-HIS und BBS2-
DelMut2-HA 
 
Die Tatsache, dass das HA-getagte BBS2-Konstrukt etwa gleichstark oder sogar 
stärker indirekt (über das C-Term-HIS-Konstrukt) an die Sepharose gebunden wurde 
als direkt, lässt auf eine abgeschwächte Bindung des Antikörpers gegen HA an das 
Tag in der IP schließen. Über Polyductin wird BBS2 an die Sepharose gebunden, so 
dass von einer Bindung zwischen dem C-Term von Polyductin und den ersten ca. 
300 AS von BBS2 auszugehen ist. Eine unspezifische Bindung von BBS2-DelMut2-
HA über anti-HIS mm wurde ausgeschlossen (Daten nicht abgebildet). Die Tatsache, 
dass in umgekehrter Richtung Polyductin nicht über BBS2 an die Sepharose 
gebunden werden konnte, ist auf die schwache Bindung von BBS2 selbst an die 
Sepharose zurückzuführen. 
4.3.2.3 Koimmunpräzipitation Polyductin /BBS2-DelMut3 
Die CoIP-Versuche mit den Konstrukten C-Term-HIS und BBS2-DelMut4-HA zeigten 
in beide Richtungen eine Interaktion (Abb.IV.33A). 
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Abb.IV.33 Ergebnis der CoIP mit den Konstrukten (A) C-Term-HIS und BBS2-
DelMut3-HA bzw. (B) IZ-GFP und DelMut3-HA  
 
Bei den Versuchen mit den Konstrukten IZ-GFP und BBS2-DelMut4-HA wurde das 
GFP-Konstrukt über BBS-DelMut3-HA scheinbar an die Sepharose gebunden, 
jedoch war in der Negativkontrolle ebenfalls eine wenn auch schwächere Bande zu 
sehen, so dass in diesem Fall keine klare Aussage getroffen werden konnte 
(Abb.IV.33B unten). In umgekehrter Richtung ließ sich die Interaktion hingegen 
eindeutig nachweisen, d.h. BBS2-DelMut3-HA konnte indirekt über IZ-GFP an die 
Sepharose gebunden werden (Abb.IV.33B oben). 
 
4.3.2.4 Koimmunpräzipitation von Polyductin /BBS2-DelMut4 
Bei Überprüfung der Interaktion mittels CoIP zwischen Polyductin und der 
Deletionsmutante 4 von BBS2 konnte wie im Fall der Deletionsmutante 3 mit dem 
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Konstrukt C-Term-HIS eine Interaktion nachgewiesen werde, wie der Abb.IV.34 zu 
entnehmen ist. 
 
Abb.IV.34 Ergebnis der CoIP mit den Konstrukten C-Term-HIS und BBS2-
DelMut4-HA 
 
4.3.2.5 Koimmunpräzipitation von Polyductin-mutiert/BBS2-DelMut3 
Basierend auf den Ergebnissen der Koimmunpräzipitation mit Polyductin und BBS2 
wurde eine weitere CoIP durchgeführt, bei der der Einfluss der Missense-Mutation 
p.R3931A im PKHD1-Gen auf die Interaktion zwischen BBS2-DelMut3-HA und C-
Term-HIS-Mut untersucht wurde. Diese Mutation betrifft eine konservierte 
Aminosäure und wurde kürzlich als für die Interaktion zwischen Polyductin und 
seinem Interaktionspartner Polycystin-2 essentiell beschrieben [62]. Das Konstrukt C-
Term-HIS-Mut wurde mittels Mutagenese an dem Plasmid C-Term-HIS generiert. Die 
Ergebnisse der CoIP sind der Abb.IV.35 zu entnehmen. 
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Abb.IV.35 Ergebnis der CoIP mit den Konstrukten C-Term-HIS-Mut und BBS2-
DelMut3-HA 
 
Wie Abb.IV.35 zeigt, hat die Mutation p.R3931A keinen Effekt auf die Interaktion 
zwischen dem intrazellulären Teil von Polyductin und BBS2. 
 
4.3.3  (Ko-) Lokalisationsstudien mittels Zellfraktionierung 
Um die subzelluläre Lokalisation der in der CoIP gezeigten Interaktionspartner C-
Term-HIS bzw. IZ-HIS und BBS2-full-length-HA zu untersuchen, wurde eine 
Zellfraktionierung durchgeführt, deren Ergebnis im Anschluss mittels SDS-PAGE und 
anschließendem Western Blot dargestellt wurde. Die Ergebnisse sind der Abb.IV.36 
zu entnehmen. 
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Abb.IV.36 Darstellung der subzellulären Lokalisation der Interaktionspartner 
nach Zellfraktionierung. 
A: Lokalisation der Bindungspartner und Überprüfung der Fraktionen; AI) Detektion 
des Konstrukts IZ-HIS mittels anti-HIS rb; AII) Detektion des Konstrukts BBS2-full-
length-HA mittels anti-HA rb; AIII – V) Nachweis der sauberen Trennung der 4 
untersuchten Fraktionen mit Antikörpern gegen fraktionsspezifische Proteine; Fraktion 
1 = Zytosol (Markerprotein: GAPDH), Fraktion 2 = Membran (Markerprotein = TIM23); 
Fraktion 3 = Nukleus (Marker: Lamin A/C); Fraktion 4 = Zytoskelett und „unlösliche“ 
Komponenten 
B: Lokalisation des Konstrukts C-Term-HIS in COS7-Zellen (I) und MDCKII-Zellen (II). 
 
Die Ergebnisse der Zellfraktionierung zeigten bei Cotransfektion der Konstrukte IZ-
HIS und BBS2-full-length-HA, dass beide Proteine hauptsächlich in Fraktion 4 
vorkommen. Fraktion 4 beinhaltet die Komponenten des Zytoskeletts sowie 
unlösliche Zellbestandteile. Schwache Signale waren auch in allen anderen 
Fraktionen zu detektieren. Die Testung der erfolgreichen Trennung der Fraktionen 
mittels spezifischer Marker-Proteine ergab eine saubere Trennung der 4 Fraktionen 
Zytosol, Membran, Kern und Zytoskelett (Abb.IV.36A). 
Ergänzend wurde die subzelluläre Lokalisation des Konstrukts C-Term-HIS in den 
zwei Zelltypen COS7 (Abb.IV.36AI) und MDCKII (Abb.IV.36AII) untersucht. Auch hier 
war das Protein überwiegend in Fraktion 4 vertreten, jedoch zeigten bei COS7-Zellen 
alle 4 Fraktionen ein relativ starkes Vorkommen des Proteins, wobei in der Fraktion 1 
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lediglich die unglykosylierte Form vorlag. Außerdem zeigten alle Fraktionen neben 
dem erwarteten Produkt bei einer Größe von 43 kDa (sowie ggf. 46 bzw. 49 kDa im 
glykosylierten Zustand) eine Bande bei ca. 26 kDa. Diese war in den Fraktionen, die 
aus MDCKII-Zellen gewonnen worden waren, nicht zu detektieren. Hier zeigte sich 
zudem neben dem Vorkommen in Fraktion 4 eine Anhäufung des Proteins in Fraktion 
2 (Membran). Dabei handelte es sich aufgrund der Proteingröße mit hoher 
Wahrscheinlichkeit vor allem um die glykosylierte Form des Konstruktes. Die 
Fraktionen 1 und 3 zeigten keine bzw. nur äußerst schwache Banden. 
 
4.3.4 Untersuchung der Interaktion zwischen Polyductin, BBS2 und BBS7 
mittels Koimmunpräzipitation 
Da für BBS2 unter anderem eine Interaktion mit dem Protein BBS7 beschrieben ist 
[63], welches ausgeprägte Sequenzhomologien zu BBS2 aufweist [64], wurde im 
Rahmen dieser Arbeit das Bindungsverhältnis von Polyductin zu diesem Protein 
bestimmt. Mittels „Triple-CoIP“ (Kap.III2.3.5) wurde untersucht, ob BBS2 zeitgleich 
an Polyductin und BBS7 bindet. Für diese Untersuchungen wurde das Konstrukt 
BBS7-IsoB-myc verwendet, das die Isoform B des BBS7-Gens exprimiert, die ein 
Molekulargewicht von ca. 79 kDa aufweist. Im Vorfeld zu den Bindungsstudien 
zwischen Polyductin, BBS2 und BBS7 wurde die bereits beschriebene Interaktion 
zwischen BBS2 und BBS7 [63] nochmals mittels CoIP bestätigt (Abb.IV.37). 
 
Abb.IV.37 Ergebnis der CoIP mit den Konstrukten BBS2-full-length-HA und 
BBS7-IsoB-myc 
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In der „Triple-CoIP“ zeigte sich, dass über BBS2 sowohl Polyductin als auch BBS7 
indirekt an die Sepharose gebunden werden (Abb.IV.38). 
 
Abb.IV.38 Ergebnis der „Triple-CoIP“ mit den Konstrukten BBS2-full-length-
HA, C-Term-HIS und BBS7-IsoB-myc 
Bei Polyductin (Abb.IV.38 mitte) zeigte sich zwar auch in der Negativkontrolle bei 
längerer Belichtungszeit eine Bande, jedoch war bei gleichen Mengen an 
eingesetzter Sepharose, Antikörper und Lysat die Bande deutlich schwächer als die 
in der Spur, in der der Antikörper gegen BBS2-full-length-HA eingesetzt wurde, so 
dass zusammenfassend von einer Interaktion auszugehen ist.  
Um die Bindung zwischen Polyductin und BBS7 näher zu untersuchen, wurde 
zusätzlich zu der „Triple-CoIP“ eine CoIP durchgeführt, bei der nur die Konstrukte C-
Term-HIS und BBS7-IsoB-myc eingesetzt wurden. Abb.IV.39 zeigt, dass auch eine 
Interaktion zwischen Polyductin und BBS7 stattfindet. In beide Richtungen konnte 
das jeweilige Protein nachgewiesen werden. 
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Abb.IV.39 Ergebnisse der CoIP mit den Konstrukten C-Term-HIS und BBS7-
IsoB-myc
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V Diskussion 
1 Mutationsanalysen 
Bei der autosomal rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung (ARPKD), die in der 
Mehrzahl auf Mutationen im PKHD1- Gen zurückzuführen ist, haben die bisherigen 
Analysen einer großen Anzahl ARPKD-Familien die Schlussfolgerung zugelassen, 
dass alle Patienten, die Träger von zwei trunkierenden Mutationen sind, ein 
schweres klinisches Bild mit peri- oder neonatalem Versterben aufweisen. Das 
Vorliegen wenigstens einer Missense-Mutation scheint für das Überleben der 
Neonatal-Periode unverzichtbar. 
In der vorliegenden Arbeit wird von vier unterschiedlichen, zum Kettenabbruch 
führenden Mutationen berichtet, die im homozygoten Zustand in fünf nicht 
miteinander verwandten Familien ein vergleichsweise mildes klinisches Bild einer 
ARPKD hervorrufen und somit im Kontrast zur allgemein postulierten Genotyp-
Phänotyp-Korrelation stehen. 
Eine mögliche Erklärung hierfür wurde unter anderem in einem veränderten 
Spleißverhalten vermutet, durch welches das verfrühte STOP-Codon (premature 
termination codon, PTC) entfernt wird (nonsense associated splicing, NAS). 
Außerdem konnte in einem Fall, in dem asserviertes Gewebe vorlag, ein möglicher 
Effekt des nonsense mediated decay (NMD) näher untersucht werden. 
1.1 c.3306delT 
Im Fall der Mutation c.3306delT in Exon 29 des PKHD1-Gens, die in Familie F719 im 
homozygoten Zustand vorliegt und auf Protein-Ebene theoretisch zu einem STOP-
Codon an Aminosäure-Position 1120 führt (p.Y1102X), wurde im Anschluss an eine 
bioinformatische Analyse das Spleißverhalten mittels Minigen-Konstrukt geprüft. 
Die in silico- Analyse ergab für die Mutation im Vergleich zum WT bei zwei der drei 
genutzten Programme eine minimale Abschwächung der 3´-Akzeptorspleißstelle, die 
auch im Fall des WT bereits als relativ schwach gewertet wurde. Das dritte 
Vorhersageprogramm erkannte diese Spleißsstelle nicht als solche, weder beim WT 
noch bei Vorliegen der Mutation. Zudem kam es durch die Mutation zu einem Verlust 
einer Bindestelle für das ESE-Protein SRp55. Die Ergebnisse der Spleißanalysen 
mittels Minigenkonstrukt, bei denen sowohl beim WT als auch bei Vorliegen der 
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Mutation je das WT-Fragment sowie eine Deletion des Exon 29 nachgewiesen 
werden konnten, jedoch mit quantitativen Unterschieden, könnten durch diese 
bioinformatischen Ergebnisse erklärt werden. Die schwache Donorspleißstelle würde 
in einem Teil der Fälle nicht erkannt, wodurch es zu einem Herausschneiden des 
Exons 29 kommt. Der Verlust der SRp55- Bindestelle im Falle der Mutation könnte 
dann das Entstehen dieses verkürzten Transkriptes begünstigen, wodurch der 
quantitative Unterschied zugunsten der Deletion von Exon 29 bei der Mutation 
möglicherweise zu erklären ist. 
Durch die Deletion des Exons würde das PTC aus dem Transkript entfernt werden. 
Da jedoch diese Deletion ebenfalls out-of-frame ist, da das Exon 136 Basen umfasst, 
würde ein sekundäres verfrühtes STOP-Codon in Exon 30 entstehen. Somit würde 
auch in diesem Fall ein trunkiertes Protein translatiert. Denkbar ist, dass bei 
trunkierenden Mutationen im PKHD1-Gen in der Regel NMD stattfindet, dieser 
jedoch aus möglichen Positionsgründen im Fall des ursprünglichen und/ oder 
sekundär durch das Exon-Skipping entstehenden PTCs umgangen wird. So käme es 
im Gegensatz zu einem üblichen loss-of-function zu der Translation eines trunkierten 
Proteins, welches eine Restfunktion ausüben könnte. Dadurch könnte der 
vergleichsweise milde Phänotyp dieser Patienten erklärt werden. Einer dieser 
möglichen Positionsgründe wäre die Nutzung eines alternativen Start-Codons, was 
zu einer Re-Initiation der Translation führt, wie es beispielsweise für Mutationen in 
anderen Genen (z.B. HNF1β) beschrieben ist [65]. Auch könnte das PTC fälschlicher 
Weise aufgrund seiner Lage als normales Terminationscodon erkannt werden [52]. 
Aufgrund fehlenden Patienten-Materials ist es zum gegenwärtigen Zeitpunkt leider 
nicht möglich, dieser Frage auf funktioneller Ebene weiter nachzugehen. 
1.2 c. 7215delG 
Die bioinformatischen Analysen sagten für die Mutation c.7215delG, welche die letzte 
Base von Exon 45 des PKHD1- Gens betrifft, eine deutliche Abschwächung bzw. in 
einem Fall den vollständigen Verlust der 5´- Donorspleißstelle vorher. Mittels 
Minigen-Konstrukt konnte diese Vermutung funktionell bestätigt werden, da bei 
Vorliegen der Mutation dem größten Anteil der entstehenden Transkripte das Exon 
45 fehlte. Zudem wurden Transkripte beobachtet, die das reguläre Spleißprodukt 
darstellen, die jedoch auf DNA-Ebene gefundene Mutation beinhalteten bzw. in zwei 
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Fällen wurde ein Transkript detektiert, dem die letzten 11 Basen fehlten, was für ein 
Erkennen einer alternativen 5´-Spleißsstelle in Exon 45 spricht. 
Ähnlich wie in dem zuvor beschriebenen Fall (Mutation c. 3306delT) ist ein Effekt der 
trunkierenden Mutation auf das Spleißen zu verzeichnen, jedoch kann dieser nicht 
nachweislich als Erklärung für das eher moderate klinische Bild der Betroffenen 
herangezogen werden. Alle entstehenden Transkripte führen zu einem verfrühten 
STOP-Codon, was auf Proteinebene ein verkürztes Protein oder aber NMD zur Folge 
hätte, was jedoch auch in diesem Fall aus Mangel an Untersuchungsmaterial nicht 
weiter abgeklärt werden kann.  
1.3 c.11538dupT 
Sowohl die in silico-Untersuchungen als auch die Minigen-Exprerimente konnte bei 
Vorliegen der Mutation c.11538dupT keinen deutlichen Hinweis auf ein abnormes 
Spleißverhalten liefern. Somit scheint hier kein NAS stattzufinden. Was offen bleibt, 
ist die Frage nach einem möglichen NMD-Effekt. Dieser kann jedoch auch in diesem 
Fall aufgrund fehlenden Patientenmaterials nicht weiter nachgegangen werden. 
1.4 c.2130_2131insTA 
Im Gegensatz zu den drei oben genannten Fällen konnte zur näheren 
Charakterisierung der Mutation c.2130_2131insTA neben den bioinformatischen 
Programmen asserviertes Patientengewebe zur Transkriptanalyse genutzt werden. 
Hinsichtlich des entstehenden Spleiß-Produktes konnte dabei kein nennenswerter 
Unterschied zwischen Patient und WT detektiert werden, jedoch zeigten die 
Untersuchungen mittels Real-Time PCR einen deutlichen quantitativen Unterschied. 
Es konnte beobachtet werden, dass die Transkriptmenge bei Vorliegen der Mutation 
c.2130_2131insTA im Vergleich zum WT signifikant erhöht ist. Eine mögliche 
Erklärung für diese erhöhte Expression könnte auf die Tatsache zurückzuführen sein, 
dass als WT-Kontrolle das Nierengewebe von Erwachsenen verwendet wurde, 
während bei den beiden untersuchten Patienten das Material unmittelbar nach der 
Geburt (F304) bzw. im Alter von ca. 3 Jahren (F730) entnommen wurde. 
(Möglicherweise ist die etwas erhöhte Transkriptmenge bei F730 im Vergleich zum 
WT auf diese unterschiedlichen Entwicklungsstadien zurückzuführen). 
Interessanterweise zeigte jedoch das Material des zweiten Patienten mit 
homozygoter Nonsense-Mutation mit schwerem klinischem Verlauf einen deutlichen 
 Diskussion 126 
 
 
Unterschied in der Transkriptmenge. Diese hochsignifikante Reduktion ist aller 
Wahrscheinlichkeit nach nicht nur durch die unterschiedlichen Entwicklungsstadien 
der für den Vergleich herangezogenen Proben zu erklären, und ist daher als erster 
Hinweis darauf zu deuten, dass nonsense mediated decay eine wichtige Rolle bei 
der Ausbildung des Phänotyps bei ARPKD-Patienten spielt.  
Weitere Untersuchungen an Patienten- und Kontrollmaterial einer größeren 
Stichprobe sowie einer besseren Vergleichbarkeit in Alter und Entwicklungsstadium 
sind abzuwarten, jedoch zeichnet sich ab, dass im Fall der Mutation 
c.2130_2131insTA, die an Position p.N711 zu einem PTC führt, kein NMD ausgelöst 
wird und daher eine trunkierte Isoform des Proteins entsteht. Diese könnte den 
vergleichsweise milden Phänotyp des betroffenen Kindes erklären, während in der 
Regel bei Vorliegen eines PTC NMD eingeleitet wird und es somit zu einem loss-of-
function auf Proteinebene kommt, was den schweren klinischen Verlauf erklären 
kann. 
Das Vorliegen einer verkürzten Isoform von Polyductin beim Patienten konnte auf 
Proteinebene mittels Western Blot nicht nachgewiesen werden, da bis zum 
Abschluss dieser Arbeit kein funktionierender Antikörper gegen den N-Terminus von 
Polyductin vorlag. Daher kann zurzeit keine Aussage über die Expression eines 
trunkierten Proteins mit Restfunktion als Folge des vermuteten NMD getroffen 
werden. Die durchgeführten Western Blot-Untersuchungen mit einem Antikörper 
gegen den C-terminalen Abschnitt von Polyductin ergaben beim WT eine starke 
Bande bei etwa 50 kDa. Bei dieser Bande handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit 
nach um den in der Membran verbleibenden Teil von Polyductin, nachdem durch das 
von Kaimori et al. beschriebene „ectodomain shedding“ der größte Teil des 
extrazellulären Abschnitts von Polyductin abgetrennt wurde [34]. Das full-length-
Protein konnte nicht detektiert werden. Dies ist vermutlich auf eine kurze 
Halbwertszeit dieser Form in vivo oder aber technische Probleme beim Transfer 
dieses großen Proteins zurückzuführen. Die Western Blot-Versuche mit dem 
Antikörper gegen den intrazellulären Abschnitt von Polyductin konnten jedoch zum 
einen den trunkierenden Charakter der Mutationen in F304 bzw. F730 bestätigen, 
zum anderen konnte eine Re-Initiation der Translation eines den C-Terminus 
enthaltenden trunkierten Proteins als Erklärung für den vergleichsweise milden 
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Phänotyp des Patienten in F730 ausgeschlossen werden, da keine solche Isoform 
von Polyductin detektiert werden konnte.  
2 Nähere Charakterisierung von Polyductin mittels neu generierter 
Antikörper 
Da zur Detektion des PKHD1-Genproduktes Polyductin zur Zeit nur wenige 
kommerzielle Antikörper existieren und diese im praktischen Einsatz nur schlecht 
bzw. gar nicht funktionieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit 
der Firma „Pineda-Antikörper-Service“ Peptid-Antikörper gegen den C-Terminus von 
Polyductin generiert. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhöhen, einen bzw. mehrere 
funktionierende Antikörper zu erhalten, wurden je zwei Tiere von zwei 
unterschiedlichen Spezies (Kaninchen und Meerschweinchen) gegen zwei 
verschiedene Epitope immunisiert. Da ein Tier im Rahmen der Immunisierung 
verstarb, standen zum Zeitpunkt des Abschlusses der Arbeit sieben verschiedene 
Antikörper zur Verfügung. 
Das Zielprotein wurde bereits von den nicht gereinigten Immunseren aller Tiere der 
Tage 61, 90 und 120 im Western Blot deutlich erkannt, so dass alle sieben Tiere bis 
zum Tag 138 gehalten wurden und in allen Fällen eine Aufreinigung der Antikörper 
durchgeführt wurde. Auch die gereinigten Antikörper erkannten alle mit einer mehr 
oder minder starken Affinität die Positivkontrolle im Western Blot. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit fanden die generierten Antikörper primär in der 
Immunfluoreszenz für die (Ko-) Lokalisationsstudien Verwendung. Dabei zeigte sich 
für Polyductin in unpolarisierten HEK293-Zellen eine deutliche zentrosomale 
Lokalisation, während sich die Zellen in der Interphase befanden. Bei Eintritt in die 
Mitose konnte beobachtet werden, dass Polyductin scheinbar nicht direkt an der 
Ausbildung des Spindelapparats selbst beteiligt ist. Während γ-Tubulin in der 
Prophase zu den beiden entgegengesetzten Polen der Zelle wandert, verbleibt 
Polyductin mit einer mehr oder weniger punktförmig erscheinenden Lokalisation 
zunächst nahe dem Kern bzw. im weiteren Verlauf in der Zellperipherie. Während der 
Anaphase konnte beobachtet werden, dass sich die Lokalisation in Richtung 
Teilungsfurche verlagert. Bei der Bildung von Organen verläuft die Zellteilung entlang 
einer anterior-posterioren Achse [66]. An der Ausbildung dieser Achse in 
Nierenepithelzellen scheinen Polyductin und andere Zysto-Proteine beteiligt zu sein, 
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da die mitotische Orientierung in entsprechenden Tiermodellen gestört ist, so dass es 
in den betroffenen Organen zu keiner zielgerichteten Zellteilung kommt und die 
korrekte Ausbildung beispielsweise der Tubuli verhindert wird [33][67]. Im Hinblick 
auf diese Daten sowie die in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen ist 
die Funktion von Polyductin während der Mitose somit vermutlich in der Koordination 
und Lokalisation anderer, an der Zusammensetzung und Ausrichtung des 
Spindelapparates beteiligter Proteine zu suchen. Zum Ende der Mitose konnte eine 
bislang nicht beschriebene Lokalisation von Polyductin in Bereich der Midbodies zum 
Zeitpunkt der Telophase gezeigt werden. Somit scheint Polyductin auch bei der 
Zytokinese eine wichtige Rolle zu spielen. Was genau dabei seine Funktion ist, ob es 
zur Rekrutierung anderer Proteine herangezogen wird oder aber an der Abschnürung 
selbst beteiligt ist, müssen weitere Experimente klären. Dabei wird auch zu 
untersuchen sein, welche Auswirkungen ein pathogen verändertes PKHD1-
Genprodukt auf den Ablauf von Mitose und Zytokinese hat, um Rückschlüsse auf die 
Mechanismen ziehen zu können, die bei der Entstehung von Nierenzysten im 
Rahmen der ARPKD eine Rolle spielen. 
Die direkte Verbindung zwischen gestörter Zytokinese und der Entstehung von Krebs 
ist bereits bekannt, jedoch noch nicht vollständig verstanden. Viele Tumoren 
beinhalten poly- oder aneuploide Zellen oder weisen andere chromosomale 
Aberrationen auf, die auf Fehler in Mitose und/oder Zytokinese zurückzuführen sind 
[68]. Für Proteine der Aurora-Familie, die eine wichtige Rolle während der Mitose bei 
der Ausrichtung der Chromosomen, deren Segregation sowie der Cytokinese selbst 
spielen, werden bereits entsprechende Inhibitoren hinsichtlich eines möglichen 
therapeutischen Zwecks untersucht [69]. In beiden Fällen, sowohl bei der Entstehung 
von Krebs als auch bei der Ausbilung von Zysten, handelt es sich um abnormes, 
unkontrolliertes Zellwachstum, so dass ein Zusammenhang zwischen einzelnen 
Signalwegen anzunehmen und für weitere Untersuchungen zu berücksichtigen ist. 
Bei der Untersuchung von polarisierten mIMCD-3-Zellen konnten die Ergebnisse 
anderer Arbeitsgruppen, die eine ziliäre Lokalisation von Polyductin beschreiben, 
bestätigt werden [29][28][30]. Zudem wurde eine membranständige Lokalisation von 
Polyductin beobachtet. Da es sich bei der längsten Isoform von Polyductin um ein 
integrales Membranprotein (Typ I) handelt, wird die Funktion in der Detektion und 
Weiterleitung von Signalen an der Zell-/Zilienoberfläche, vermutet. Durch andere 
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Arbeitsgruppen wurde in der Vergangenheit berichtet, dass es auf einen noch 
unbekannten Reiz hin zu einer Umstrukturierung der Ectodomäne kommt, wodurch 
zeitgleich der intrazelluläre Abschnitt von Polyductin ins Zellinnere freigesetzt wird 
[34][19]. Über die weitere Funktion dieses Spaltproduktes ist nichts Näheres bekannt. 
Da der intrazelluläre Terminus jedoch ein „Nuclear Localization Signal“ (NLS) 
beinhaltet, ist vorstellbar, dass der C-Terminus in den Kern wandert und dort 
beispielsweise als Transkriptionsfaktor fungiert. Eine Lokalisation im Kern wurde von 
den beiden oben genannten Arbeitsgruppen beobachtet und auch im Rahmen dieser 
Arbeit war mit den Antikörpern gegen den C-Terminus ein Signal im Kern zu 
detektieren. 
Weitere Untersuchungen mit Antikörpern gegen die extrazelluläre Region von 
Polyductin, deren Generierung bereits initiiert wurde, sollen Klarheit darüber 
verschaffen, inwieweit die im Inneren der Zelle detektierten Signale auf ein C-
terminales Spaltprodukt, die Full-length-Variante von Polyductin oder aber auf 
weitere mögliche Isoformen zurückzuführen sind. 
3 Interaktionsstudien 
Neben den im Rahmen der Mutationsanalyse diskutierten Möglichkeiten der 
Regulation auf Transkript-Ebene, wie beispielsweise durch NAS oder NMD, ist ein 
wichtiger Aspekt bei der Beeinflussung der klinischen Ausprägung einer Erkrankung 
die mögliche Beteiligung von Modifiern. 
Dabei wird die Variabilität eines Phänotyps bei für das entsprechende Gen gleichem 
Genotyp durch Veränderungen in weiteren, die gleichen Signalwege betreffenden 
Genen/ Proteinen vermutet. 
3.1 Interaktionsstudien mittels Tandem Affinity Purification 
Bei dem im Vorfeld dieser Arbeit durchgeführten YTH handelt es sich um ein System 
zur Identifikation möglicher Interaktionspartner im Modellorganismus Hefe. Dabei 
werden die möglichen Bindungspartner in Form eines Gemischs aus Plasmid-Klonen 
(cDNA-Bibliothek) zusammen mit dem für das Zielprotein codierenden Plasmid in die 
Hefezellen eingebracht und in Abhängigkeit einer möglichen Interaktion der 
exprimierten Proteine selektiert. In der vorliegenden Arbeit sollte das Spektrum 
möglicher Interaktoren von Polyductin mit Hilfe der Tandem Affinity Purification (TAP) 
bestätigt und erweitert werden. Die zu diesem Zweck generierte HEK293-Flp-In-T-
 Diskussion 130 
 
 
REx-Zelllinie, die den intrazellulären Anteil von Polyductin induziert exprimierte, bot 
gegenüber dem Hefe-System mehrere Vorteile. Aufgrund des durch die stabile 
Transfektion erreichten mehr oder minder natürlichen Expressionsniveaus sowie der 
Tatsache, dass es sich bei den möglichen Bindungspartnern um endogene Proteine 
handelt, ist die Zahl der Falsch-Positiven geringer und man imitiert stärker die 
Protein-Konstellation in vivo als bei der Verwendung des Hefe-Systems. Mit der Wahl 
der HEK293-Zelllinie, bei der es sich um humane embryonale Nierenzellen handelt, 
wurde ein Zellsystem gewählt, in dem Polyductin auch endogen exprimiert wird [30], 
so dass die entsprechenden Interaktoren ebenfalls in diesem Zelltyp vorliegen 
sollten. 
Sowohl im Falle des YTH als auch für den TAP-Assay wurde lediglich der 
intrazelluläre C-Terminus von Polyductin kloniert und zur Identifikation von 
Bindungspartner eingesetzt. Grund hierfür war in erster Linie die Tatsache, dass die 
extrazelluläre Domäne mehr als 11400 kb bzw. 3800 AS umfasst und die 
Klonierungsarbeiten sowie die stabile Transfektion mit anschließendem TAP-Assay 
daher als unverhältnismäßig aufwändig und zeitraubend angesehen wurden, und da 
für den intrazellulären Anteil die meisten und für die Analyse weiterer Funktionswege 
interessantesten Interaktionspartner erwartet wurden, wurde mit diesem Bereich von 
Polyductin gearbeitet. 
Bei der praktischen Durchführung des TAP-Assays ergab sich die Schwierigkeit, 
dass das Zielprotein zwar exprimiert wurde, jedoch nicht in der gewünschten letzten 
Fraktion der Methode nachzuweisen war, wie die massenspektrometrische Analyse 
letztlich zeigte. Um zu prüfen, bei welchem Schritt des TAP-Assays das Protein 
„verloren ging“, wurde selbiger mehrfach unter kritischer Begutachtung durchgeführt. 
Erschwert wurde dies durch die Tatsache, dass zum damaligen Zeitpunkt kein 
primärer Antikörper existierte, der den klonierten Polyductin-Anteil zuverlässig 
detektieren konnte, weshalb das Protein nach der Proteolyse durch die TEV-
Protease im Western Blot nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Durch den 
Vergleich mit einem verlässlich im TAP-Assay funktionierenden Protein konnte 
schließlich relativ sicher gezeigt werden, dass der erste Schritt, die Bindung an die 
Trägermatrix, nicht vollzogen wurde. Auch das Anbringen des TAP-Tags an das 
andere (N-terminale) Ende des Peptids brachte keine verbesserte Bindung. Eine 
mögliche Erklärung für die fehlgeschlagene Bindung bei intaktem TAP-Tag ist eine 
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ungünstige Konformation, die das Konstrukt im nativen Zustand ausbildet, wodurch 
das Tag für die Bindung an die Sepharose blockiert wird. Auch wäre es denkbar, 
dass ein Interaktionspartner von Polyductin eine Bindung des Konstruktes aus rein 
räumlichen Gründen verhindert. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde der TAP-
Assay an dieser Stelle nicht weiterverfolgt. 
Da HEK293-Zellen als Host-Zelllinie für einen TAP-Assay mit Polyductin den Nachteil 
haben, dass diese Zellen nicht in der Lage sind zu polarisieren und Zilien 
auszubilden, können manchen Interaktionen, die an bzw. in der Zilie polarisierter 
Zellen stattfinden, nicht nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde im Rahmen 
dieser Arbeit eine MDCK-Flp-In-T-REx-Host-Zelllinie generiert. Mit Hilfe dieser 
Zelllinie sollen in zukünftigen Experimenten mögliche Bindungspartner von 
Polyductin in polarisierten Zellen identifiziert bzw. bereits gefundene, wie z.B. BBS2, 
bestätigt werden. Dafür wird jedoch zunächst ein Konstrukt kloniert werden müssen, 
welches in der Lage ist, über das TAP-Tag an die Trägermatrix zu binden. Diese 
Bindung sollte mit Lysaten von transient transfizierten Zellen unter Verwendung der 
neu generierten Antikörper gegen Polyductin getestet werden, bevor ein Konstrukt 
stabil transfiziert wird, um diese aufwändige Arbeit nicht unnötig durchzuführen. Das 
Polyductin-Konstrukt für die Untersuchung an polarisierten Zellen sollte zudem ein 
Signalpeptid sowie die Transmembrandomäne beinhalten, um eine Lokalisation in 
der Zilienmembran zu ermöglichen, wie sie für das endogene Protein beschrieben 
wurde. Das für die CoIP- und Immunfluoreszenz-Experimente dieser Arbeit bereits 
klonierte C-Term-Konstrukt würde sich auch für den TAP-Assay eignen, da es 
zusätzlich zu der intrazellulären Domäne das Signalpeptid sowie die 
Transmembrandomäne besitzt. Mittels Fraktionierung konnte bereits gezeigt werden, 
dass dieses Konstrukt in die (ER-) Membran transportiert und an seinen zwei 
potentiellen N-Glykosylierungsstellen (AS-Position 54 bzw. 3838) glykosyliert wird. 
Außerdem konnte mit diesem Konstrukt im Western Blot gezeigt werden, dass ein C-
terminales Spaltprodukt gebildet wird, wie es bereits von anderen Arbeitsgruppen 
beschrieben wurde [34][19]. Dieses verkürzte Fragment konnte jedoch lediglich im 
Lysat von transient transfizierten COS7-Zellen beobachtet werden, nicht in dem von 
MDCK-Zellen. Der Grund hierfür könnte in der unterschiedlichen 
Proteinzusammensetzung in den Zellen der unterschiedlichen Spezies liegen. 
Möglicherweise erkennen die Proteasen aus den Nierenzellen des Hundes die 
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humanen Schnittstellen nicht oder aber der Signalweg, der zur Abspaltung des 
intrazellulären Anteils führt, wird nicht vollständig durchlaufen. Jedoch ist auch ein 
praktischer Fehler nicht auszuschließen, weshalb eine Wiederholung und kritische 
Interpretation dieses Versuches vor einem erneuten TAP-Assay in diesem Zelltyp 
sinnvoll ist. Auch sollte der Tatsache, dass das Konstrukt in der Immunfluoreszenz 
keine Lokalisation in der Zellmembran aufweist, vor einer stabilen Transfektion 
nachgegangen werden. 
3.2 Interaktion von Polyductin mit Komponenten des BBSomes 
Um mögliche Bindungspartner zu identifizieren und somit die Funktionsweise von 
Polyductin näher zu charakterisieren, wurde im Vorfeld dieser Arbeit ein Yeast-Two-
Hybrid-Assay (YTH) durchgeführt. Unter den dabei detektierten Proteinen wurde das 
Ziliopathie-Protein BBS2 (Bardet-Biedl-Sydrome 2) als vielversprechender 
potentiellen Interaktor der intrazellulären Domäne von Polyductin angesehen 
(unveröffentlichte Daten), da es sich hierbei ebenso wie bei Polyductin um ein 
Protein des Zilien-Netzwerkes handelt, was einen gemeinsamen Signalweg vermuten 
lässt. Deshalb wurde die nähere Charakterisierung der Interaktion zwischen BBS2 
und Polyductin als Schwerpunkt dieser Arbeit gewählt. 
3.2.1 Kolokalisation von BBS2 und Polyductin 
Zur Bestimmung der intrazellulären Lokalisation von Polyductin und BBS2 wurden 
neben der Immunfluoreszenz zunächst Fraktionierungs-Experimente durchgeführt. 
Da zu diesem Zeitpunkt keine Antikörper gegen die endogenen Proteine vorlagen, 
wurde für die Fraktionierung auf die Lysate von transient transfizierten Zellen 
zurückgegriffen. Dabei zeigte sich, dass sowohl Polyductin als auch BBS2 in 
unpolarisierten Zellen in erster Linie in der Fraktion kolokalisierten, die Komponenten 
des Zytoskeletts sowie unlösliche Proteine beinhaltet. Das Vorkommen in dieser 
Fraktion könnte auf eine mögliche Assoziation beider Proteine mit Komponenten des 
Zytoskeletts hindeuten. Jedoch ist nicht auszuschließen, dass aufgrund der 
Überexpression die Proteine akkumulieren, präzipitieren und somit als unlösliche 
Komponenten in dieser Fraktion vorliegen. 
Die parallel durchgeführten Immunfluoreszenz-Experimente mit transient 
transfizierten Konstrukten bestätigten die Kolokalisation der beiden Proteine. Es 
zeigte sich eine intrazelluläre Lokalisation mit einer Verdichtung nahe des Zellkerns. 
 Diskussion 133 
 
 
Dabei konnte für das die Transmembrandomäne beinhaltende Polyductin-Konstrukt 
gezeigt werden, dass es zumindest teilweise, wie erwartet, im ER lokalisiert ist. 
Zudem zeigte es eine Kolokalisation mit BBS2, welches selbst jedoch nicht mit dem 
ER in Verbindung gebracht werden konnte. Dies war zu erwarten, da BBS2 laut 
Vorhersageprogrammen (http://smart.embl-heidelberg.de) weder eine 
Transmembrandomäne noch ein Signalpeptid beinhaltet. Überraschenderweise 
konnte keine Lokalisation des C-Term-Konstruktes in der Membran beobachtet 
werden, weder bei Verwendung des Konstruktes mit GFP-Tag noch mit der His-
getagten Variante. Möglicherweise sind für den Transport in die Membran weitere 
Abschnitte der extrazellulären Domäne nötig, die bei der Klonierung des C-Term-
Konstruktes nicht berücksichtigt wurden, so dass das Protein im ER verbleibt. 
Da nach der Generierung und Etablierung der Antikörper gegen den C-Terminalen 
Abschnitt von Polyductin die Möglichkeit bestand, das Protein endogen 
nachzuweisen, und gegen BBS2 kommerzielle Antikörper erhältlich sind, wurden 
entsprechende Versuche der Kolokalisation in der Immunfluoreszenz angeschlossen. 
Dabei zeigte sich, dass beide Proteine während der Interphase im Bereich des 
Zentrosoms kolokalisieren. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen einer 
anderen Arbeitsgruppe, die im Fall von Polyductin mit Antikörpern gegen das 
endogene Protein in HEK293-Zellen ein ähnliches Bild zeigen konnte [30]. Bei BBS2 
wurde durch eine andere Arbeitsgruppe eine zentrosomale Lokalisation nach der 
transienten Transfektion mit einem BBS2-Konstrukt nachgewiesen [70]. Bei der 
Bestimmung der Lokalisation der endogenen Proteine Polyductin und BBS2 in den 
unterschiedlichen Phasen der Mitose zeigte sich, dass beide Proteine zu allen 
Zeitpunkten kolokalisieren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem erstmals sowohl 
für Polyductin als auch für BBS2 eine Beteiligung an der Ausbildung der Midbodies 
zum Zeitpunkt der Telophase gezeigt werden. Die Kolokalisation bzw. Interaktion von 
Polyductin und BBS2 in verschiedenen Zyklusabschnitten an unterschiedlichen Orten 
in der Zelle konnte somit gezeigt werden. 
3.2.2 Bestätigung der Interaktion zwischen BBS2 und Polyductin mittels 
Koimmunpräzipitation 
Da der YTH in Hefezellen eine Interaktion zwischen dem intrazellulären C-terminalen 
Anteil von Polyductin sowie einem intermediären Bereich (AS 320 – 504) von BBS2 
ergab, sollte dieses Ergebnis in Säugerzellen bestätigt werden. Dazu wurden 
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zunächst CoIP-Versuche mit der full-length-Variante des BBS2 sowie der 
intrazellulären Domäne des Polyductins nach transienter Transfektion von COS7-
Zellen durchgeführt. Dabei konnte die Interaktion bestätigt werden. Daher wurde im 
nächsten Schritt der an der Bindung beteiligte Abschnitt von BBS2 näher bestimmt. 
Da über die genaue Struktur von BBS2 noch wenig bekannt ist und 
computergestützte Vorhersageprogramme (http://smart.embl-heidelberg.de) nur 
wenige Domänen prognostizierten, wurde das Protein in drei etwa gleich große 
Fragmente geteilt, die nicht überlappend waren. Dabei beinhaltete der erste 
Abschnitt zwei FG-GAP-Domänen, die vermutlich zur Ausbildung einer β- Propeller- 
Struktur führen, während die den mittleren Teil von BBS2 abdeckende 
Deletionsmutante den im YTH identifizierten Bereich mit einer darin enthaltenen 
vorhergesagten coiled-coil-Domäne (AS 332 – 365) beinhaltete. Für den letzten 
Abschnitt von BBS2 sind keine Domänen vorhergesagt. Bei den CoIP-Versuchen 
zeigte sich schließlich, dass eine starke Interaktion zwischen dem mittleren Bereich 
von BBS2 und der intrazellulären Domäne von Polyductin besteht, wodurch die 
Ergebnisse des YTH bestätigt wurden. Die Experimente mit dem vorderen sowie 
dem hinteren Abschnitt von BBS2 zeigten, dass auch diese beiden Bereiche 
scheinbar an einer Interaktion mit Polyductin beteiligt sind, auch wenn die Bindung 
z.T. etwas schwächer erscheint als die zwischen Polyductin und dem mittleren 
Bereich von BBS2. Mittels CoIP lässt sich prinzipiell nicht eindeutig nachweisen, ob 
es sich bei einer gezeigten Interaktion um eine direkte oder aber eine durch ein 
weiteres Protein/ weitere Proteine vermittelte und somit indirekte Bindung handelt. 
Da die Interaktion mit dem mittleren Teil am stärksten erscheint und dieser Bereich 
im YTH als interagierend identifiziert wurde, ist davon auszugehen, dass es sich 
hierbei um eine direkte Interaktion handelt. Es ist zu vermuten, dass die Interaktion 
über die für diesen Bereich beschriebene coil-coiled-Domäne vermittelt wird, was 
durch weitere Experimente mit Deletionsmutanten und/ oder durch (Punkt-) 
Mutationen veränderte Konstrukte zu klären ist. Die beiden anderen Abschnitte von 
BBS2 könnten möglicherweise über ein weiteres Protein (z.B. BBS7) an den 
intrazellulären Teil von Polyductin gebunden werden. Dieser Frage ist mit weiteren 
Experimenten wie beispielsweise einem GST-Pulldown, bei dem die direkte 
Interaktion zwischen bakteriell exprimierten und aufgereinigten Proteinen überprüft 
wird, in weiterführenden Experimenten nachzugehen. 
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Kürzlich wurde der für die Bindung von Polyductin an dessen bekannten Interaktor 
Polycystin-2 verantwortliche Bereich publiziert [62]. Dieser konnte von den Autoren 
auf die Aminosäuren 3903-3964 eingegrenzt werden. Durch das Einbringen einer 
Punktmutation, die eine hochkonservierte Aminosäure betraf (R3931H), konnte die 
Bindung zwischen Polyductin und Polycystin-2 verhindert werden. Um zu prüfen, ob 
der beschriebene Bereich auch für die Bindung von BBS2 an Polyductin essentiell 
ist, wurde eine CoIP durchgeführt, bei der das verwendete Polyductin-Konstrukt die 
Mutation R3931H trug. Diese hatte jedoch keinen Einfluss auf die Bindung, so dass 
der für die Interaktion zwischen BBS2 und Polyductin verantwortliche Bereich 
scheinbar nicht mit dem für die Interaktion zwischen Polyductin und Polycystin-2 
übereinstimmt. Auch hier können weitere Versuche mit Deletionsmutanten bzw. 
durch (Punkt-) Mutationen veränderte Konstrukte dabei helfen, den genauen 
Bindungsbereich zu bestimmen. 
3.2.3 Die Rolle von Polyductin im Zusammenhang mit dem BBSome 
Kürzlich gelang es einer US-amerikanischen Arbeitsgruppe, einen stabilen Komplex 
aus BBS- Proteinen zu identifizieren, das sog. BBSome [63]. Dieser Komplex besteht 
aus sieben der 14 bislang identifizierten BBS-Proteinen, darunter BBS2, und ist in 
den zentriolären Satelliten im Zytoplasma sowie an der Basis und an der Membran 
von primären Zilien lokalisiert. Funktionell konnte gezeigt werden, dass das BBSome 
an der Ziliogenese beteiligt ist, indem es (über BBS1) mit dem Rab8 GDP/GTP- 
Austauschfaktor Rabin8 interagiert und über diesen den Eintritt von Rab8 in die Zilien 
vermittelt. Die Funktion von Rab8, welches mit post-Golgi-Vesikeln assoziiert ist, wird 
dabei im Transport spezifischer Membranproteine in diesen Vesikeln zur 
Zilienmembran und der anschließenden zielgerichteten Exozytose vermutet, wodurch 
es zu einer Verlängerung der ziliären Membran kommt. Die Autoren postulieren 
daher, dass das Badet-Biedl-Syndrom (BBS) durch Defekte im vesikulären Transport 
zu den Zilien bedingt sein könnte. Dabei würde das Targeting von bislang 
unbekannten ziliären Signal-Rezeptoren in den unterschiedlichen bei BBS 
pathologisch veränderten Geweben fehlgeleitet, wodurch das breite Spektrum an 
Merkmalen bei BBS erklärt werden könnte. 
Während des zytoplasmatischen Transports ist das BBSome (über BBS4) mit der 
Kerneinheit der zentriolären Satelliten, PCM-1, assoziiert [71][63]. Die Autoren 
spekulieren, dass PCM-1 während des Transports durch das Zytoplasma auf das 
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BBSome als Chaperon wirkt und das BBSome maskiert, so dass es erst an der 
Zilienbasis durch die Trennung von PCM-1 zu einer Aktivierung des BBSomes 
kommt. 
Bislang ist es nicht gelungen, eines der BBS-Proteine direkt in den Zilien 
nachzuweisen, jedoch sprechen Versuche mit transfizierten Konstrukten für eine 
ziliäre Lokalisation mehrerer BBS-Proteine, weshalb vermutet wird, dass lediglich 
technische Probleme (z.B. Art der Fixierung) die Detektion endogener BBS-Proteine 
bislang verhindern. Innerhalb der Zilie könnte das BBSome als eine Art 
Kohäsionsfaktor des intraflagellaren Transportes (IFT) dienen. Dafür spricht neben 
den Fraktionierungs-Experimenten, die eine Lokalisation in der Membranfraktion 
zeigten, die Tatsache, dass das BBSome (über BBS5) mit Phospholipiden interagiert 
[63]. 
Um zu untersuchen, inwieweit Polyductin vor diesem Hintergrund auch mit anderen 
Komponenten des BBSome, und nicht lediglich mit BBS2, in Kontakt steht, wurden 
weitere CoIP-Experimente mit dem Protein BBS7 durchgeführt. Für BBS7 ist eine 
starke Bindung an BBS2 beschrieben. Nachdem diese Bindung zwischen BBS2 und 
BBS7 bestätigt werden konnte, wurden Versuche durchgeführt, bei denen im 
Rahmen einer CoIP sowohl BBS7 als auch Polyductin über BBS2 gebunden werden 
konnten. Zudem konnte eine Bindung zwischen Polyductin und BBS7, welches eine 
große Sequenz-Homologie zu BBS2 aufweist, nachgewiesen werden. 
Auch die Ergebnisse der Immunfluoreszenz zeigten eine Kolokalisation der transient 
transfizierten sowie endogenen Proteine BBS7 und Polyductin im Bereich des 
Zentrosoms während der Interphase. Beim Eintritt in die Mitose zeigte BBS7 jedoch 
im Gegensatz zu BBS2 eine Lokalisation die weitgehend der von γ-Tubulin 
entspricht, so dass BBS7 anscheinend eine Rolle bei der Ausbildung des 
Spindelapparates selbst spielt, was für BBS2 und Polyductin eher nicht zutrifft. 
Ergebnisse der Immunfluoreszenz an polarisierten, zilientragenden mIMCD-3-Zellen 
zeigten, wie bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, für Polyductin eine in 
erster Linie ziliäre Lokalisation, während BBS7 deutlich an der Basis der Zilien 
detektiert wurde. Zudem konnte erstmals ein schwaches Signal von endogen 
exprimiertem BBS7 entlang des Zilienschafts beobachtet werden. Somit sind beide 
Proteine entlang der Zilien polariserter Nierenepithelzellen zu finden. 
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Die Interaktion zwischen Polyductin und wenigstens zwei der sieben BBSome-
Proteine konnte nachgewiesen werden, was eine Beteiligung von Polyductin am 
BBSome-Netzwerk nahelegt. Polyductin könnte somit als integrales Membranprotein 
einer der von den Autoren angesprochenen gewebs- (in diesem Falle Nieren-) 
spezifischen Rezeptoren sein, die mittels Rab8 über den vesikulären Transport an 
und in die Zilienmembran gelangen, um dort mit dem BBSome in Kontakt zu treten, 
um einen weiteren, noch unbekannten Signalweg zu initiieren. Ein schematische 
Darstellung dieser möglichen Verknüpfung der Proteine ist der Abb.V.1 zu 
entnehmen. 
 
Abb.V.1 Schematische Darstellung des möglichen Zusammenhangs zwischen 
Polyductin und dem BBSome im ziliären Netzwerk. 
Das BBSome wird über PCM1 mittels zentriolärer Satelliten zur Basis der Zilie 
transportiert, wo es über die Interaktion zwischen BBS1 und Rabin zur Aktivierung 
von Rab8 kommt. Rab8 vermittelt dann den Transport der Transgolgivesikel zur 
Plasmamembran und deren Fusion, wodurch Polyductin in die Membran gelangt und 
die Translokation zur Zilienmembran erfolgt. An der Zilienbasis oder/ und in der Zilie 
kommt es zur Interaktion zwischen Polyductin und dem BBSome über BBS2 und 
BBS7. 
(verändert nach Leroux M.R., 2007 [72]) 
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Ob das BBSome mit der Aktivierung von Rab8 über Rabin8 wirklich die Fusion der 
Postgolgivesikel mit der Membran und den anschließenden Transport von Polyductin 
in die Zilie bedingt, oder ob dies durch einen anderen Mechanismus vermittelt wird, 
bleibt in weiterführenden Experimenten zu klären. 
Der weitere Signalweg, an dem Polyductin und das BBSome im Rahmen des 
Ziliennetzwerkes beteiligt sind, ist noch nicht näher bekannt und bedarf ebenfalls 
weiterer Untersuchungen. 
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